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RÉSUMÉ 
 
Le corépresseur nucléaire NCOR1 est un régulateur important de la survie et de 
la sénescence des cellules cancéreuses colorectales humaines.  Par Stéphanie St-Jean Programme de biologie cellulaire  Thèse présentée à la Faculté de médecine et des sciences de la santé en vue de l’obtention du diplôme de philosophiae doctor (Ph. D.) en biologie cellulaire, Faculté de médecine et des sciences de la santé, Université de Sherbrooke, Sherbrooke, Québec, Canada, J1H 5N4  Le corépresseur nucléaire NCOR1 est un répresseur transcriptionnel qui régule l’expression génique en s’associant à des récepteurs nucléaires ou à des facteurs de transcription comme AP-1 et NF-κB. Ce projet de recherche visait à déterminer comment NCOR1 régule la prolifération et la réponse inflammatoire dans les cellules épithéliales intestinales (CEIs). Nous avons utilisé deux modèles murins de délétion du gène Ncor1 (Ncor1∆ID et Ncor1∆Exon11) ainsi que la Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur du gène Vil1 (12.4KbVilCre) afin d’invalider le gène Ncor1 au niveau des CEIs (Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI). Nous avons induit une réponse inflammatoire dans les CEIs en utilisant de l’IL-1β et du LPS. Nous avons observé que l’expression de NCOR1 est augmentée dans les CEIs lors de la réponse inflammatoire. Nous avons également traité les souris invalidées pour le gène Ncor1 avec du DSS afin d’induire une colite chimique expérimentale. Nous avons observé que les animaux 
Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI sont plus susceptibles que les témoins. Nous avons analysé l’expression génique chez les animaux Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI. L’analyse des gènes modulés dans les animaux Ncor1∆IDΔCEI a révélé que l’expression de la Retnlb est augmentée chez ces animaux, ce qui suggère un dérèglement dans la microflore. Dans les animaux Ncor1∆Exon11ΔCEI, nous avons noté que l’expression du gène Ido1, un puissant immunosuppresseur, est augmentée et permettrait possiblement à ces animaux de se maintenir dans un état homéostatique en absence de stress. Lorsque nous avons diminué l’expression de NCOR1 dans les CEIs à l’aide de shARN (shNCOR1_655), nous avons observé que celles-ci arrêtent de proliférer et sont sénescentes. De plus, nous avons remarqué une induction de molécules inflammatoires associées au SASP dans ces cellules. Nous avons analysé le transcriptome des cellules shNCOR1_655. Nous avons identifié le facteur de pluripotence SOX2 comme étant induits lorsque l’expression de NCOR1 est diminuée. Finalement, nous avons utilisé la technologie SILAC et la spectrométrie de masse afin de déterminer la composition du complexe de répression de NCOR1 dans les CEIs. Nous avons identifié de nouveaux partenaires d’interaction potentiels de NCOR1. 
Mots clés : NCOR1, cancer colorectal, inflammation, sénescence, SASP, SOX2.  
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CHAPITRE 1 : INTRODUCTION 
1. Introduction générale 
1.1 Le système digestif 
 Le tube digestif est l’élément central du système digestif chez l’humain. La fonction première du tube digestif est de permettre le passage des aliments afin que ceux-ci puissent être digérés et que les nutriments et l’eau soient absorbés. Il est composé de plusieurs organes dont la bouche, le pharynx, l’œsophage, l’estomac, l’intestin grêle et le côlon. Le système digestif est également composé d’organes digestifs annexes tels que les dents, les glandes salivaires, la langue, la vésicule biliaire, le foie et le pancréas. Chacun de ces organes participe au bon fonctionnement du processus de digestion. L’estomac, l’intestin grêle et le côlon forment ce qu’on appelle le tractus gastro-intestinal.  L’estomac sert à entreposer temporairement la nourriture qui vient d’être ingérée et est responsable des toutes premières étapes de la dégradation chimique et mécanique des aliments. Sa muqueuse est composée de cryptes et de glandes gastriques. L’intestin grêle est le principal organe de la digestion et est divisé en trois parties soit, le duodénum, le jéjunum et l’iléon. Lorsque le contenu de l’estomac est déversé dans le duodénum, le processus de digestion est déjà bien entamé. C’est au niveau du duodénum que sont incorporés la bile provenant du foie ainsi que le suc pancréatique. La plus grande partie de l’absorption des nutriments est effectuée au niveau du jéjunum. L’iléon participe également à l’absorption de ceux-ci, mais est de plus responsable de la réabsorption des sels biliaires. De par sa longueur, l’intestin grêle est très bien adapté pour maximiser l’absorption des nutriments. Il existe également trois structures qui permettent de maximiser leur absorption au niveau de l’intestin grêle. Celles-ci sont les plis circulaires, les villosités et les microvillosités; nous y reviendrons plus tard (Marieb, 2005).  
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Le dernier organe du tractus gastro-intestinal est le côlon. Celui-ci est composé de plusieurs segments dont le cæcum, l’appendice vermiforme, le côlon ascendant, transverse et distal, le rectum et le canal anal. Le côlon est le site principal de l’absorption de l’eau et joue également un rôle important dans la compaction des fèces et dans leur excrétion (Marieb, 2005). Une des caractéristiques importantes du côlon est la très haute densité bactérienne qu’il contient. Cette population bactérienne complexe est appelée la microflore intestinale et est en relation symbiotique avec l’hôte (Mowat et Agace, 2014). 
 
1.2 Structure histologique du tube digestif 
 Quatre couches tissulaires composent l’intestin et le côlon. De l’intérieur vers l’extérieur nous retrouvons la muqueuse, la sous-muqueuse, la musculeuse et la séreuse. La muqueuse est composée d’un épithélium simple prismatique qui est en contact direct avec la lumière du tube digestif. Les cellules qui composent la muqueuse reposent sur une couche de tissu conjonctif lâche que l’on nomme lamina propria. Dans la lamina propria, on retrouve un vaisseau chylifère pour chacune des villosités de même que des capillaires, qui nourrissent les cellules de l’épithélium et permettent une absorption rapide et efficace des nutriments. On retrouve à l’extérieur de la lamina propria une fine couche de cellules musculaires lisses appelée la muscularis mucosae. Les mouvements locaux de la muqueuse dépendent des cellules musculaires présentes au niveau de cette couche. La sous-muqueuse est une couche de tissu conjonctif lâche qui contient des follicules lymphatiques individuels ou agrégés que l’on nomme plaque de Peyer. On retrouve également dans ce tissu plusieurs vaisseaux sanguins. Le tractus gastro-intestinal est constamment en mouvement et ceci est possible grâce à la musculeuse. La musculeuse comporte une couche interne circulaire et une couche externe longitudinale. Finalement, la couche la plus externe est la séreuse qui permet de protéger l’intestin grêle et le côlon (Marieb, 2005) (Figure 1).   
27 
 
  
Figure 1 : Morphologie du système digestif. Le système digestif est composé de nombreux 
organes. L’estomac, l’intestin grêle et le côlon forment le tractus gastro-intestinal qui est représenté schématiquement en (A). Colorations H&E de coupes d’intestin grêle (B) et de côlon (C) de souris représentant la structure histologique de ces tissus. La figure 1A a été modifiée de (Mowat et Agace, 2014). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3692661402685.  
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1.3 L’axe crypte-villosité 
 L’unité fonctionnelle de l’intestin grêle est nommée l’axe crypte-villosité. Les villosités sont des protrusions que l’on retrouve dans la lumière intestinale. À la base des villosités se retrouvent les cryptes de Lieberkühn qui s’invaginent dans la muqueuse (Figure 2). On compte de 6 à 14 cryptes pour chacune des villosités (Y. Q. Li et al., 1994). Les villosités ont pour rôle de maximiser la surface d’absorption et de digestion des nutriments (Barker, 2014). Les cellules de la villosité sont différenciées et prennent leur origine des cryptes situées à proximité. La longueur des villosités varie le long de l’intestin grêle. Leur longueur est maximale au niveau du duodénum et du jéjunum et raccourcit progressivement vers l’iléon (Clevers et Batlle, 2013). Au niveau du côlon, la structure est différente de l’intestin grêle puisqu’on ne retrouve pas de villosités et que l’espace entre les cryptes est recouvert d’un épithélium de surface simple.  
1.4 Les cellules-souches intestinales  Le renouvellement de l’épithélium intestinal est un processus très rapide. On estime que ce dernier est renouvelé tous les 5 jours chez l’homme et entre 3 à 5 jours chez la souris. Ceci est attribuable à la présence de cellules-souches situées à la base de chacune des cryptes (Vermeulen et Snippert, 2014) (Figure 2). Il existe présentement deux modèles impliquant des populations distinctes de cellules-souches au niveau de l’épithélium intestinal chez la souris (van der Flier et Clevers, 2009). Le premier modèle est très controversé et est appelé le modèle « classique ». Celui-ci décrit la présence de cellules-souches en position +4 à partir du fond des cryptes tout juste au-dessus des cellules de Paneth (Potten, 1977). Plusieurs études ont suggéré que ces cellules retiennent le marquage de l’ADN (Acide désoxyribonucléique) en se divisant de manière asymétrique. Ces cellules auraient également la capacité de proliférer, puisqu’elles sont capables d’incorporer le BrdU (Bromodésoxyuridine) et sont résistantes aux dommages pouvant être induits par irradiation. Ces cellules sont considérées par certaines équipes comme étant la population de cellules souches de réserve (Tian et al., 2011; Carulli et al., 2014). 
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Le deuxième modèle de cellules souches intestinales est celui de la « zone de cellules souches ». Les cellules souches qui expriment le récepteur LGR5 (Leu-rich repeat-
containing G protein-coupled receptor 5-expressing) sont également nommées CBC (Cell base columnar) et sont situées au fond des cryptes. Elles sont intercalées entre les cellules de Paneth au niveau de l’intestin grêle (Cheng et Leblond, 1974). Il est à noter qu’on ne retrouve pas de cellules de Paneth au niveau du côlon et donc, dans cet organe, les cellules souches LGR5 se retrouvent simplement au fond des cryptes. Ces cellules se divisent de manière symétrique afin de générer deux cellules identiques, soit deux cellules souches ou deux cellules filles qui formeront une population de cellules progénitrices de la zone de transit d’amplification (TA) (Snippert et al., 2010). De nouvelles évidences suggèrent également que ces cellules puissent se diviser de manière asymétrique (Simons et Clevers, 2011). Les cellules de la zone TA vont subir de 2 à 3 divisions supplémentaires afin de permettre la régénération complète de l’épithélium intestinal. Somme toute, la littérature est encore très controversée par rapport à la validité des deux modèles présentés plus haut. Les études récentes supportent plutôt une théorie qui tente d’unifier ceux-ci : les cellules souches CBC LGR5+ seraient responsables du maintien de l’homéostasie intestinale sur une base journalière et leur localisation au fond des cryptes est associée à la présence d’une niche spécifique et essentielle à leur maintien. La population de cellules souches en position +4 serait spécifiquement activée en cas de dommage aux cellules souches CBC LGR5+ et servirait de cellules souches de « réserve » (Barker, 2014). La niche est définie comme étant un microenvironnement spécialisé composé de facteurs sécrétés qui sont produits par les cellules épithéliales et stromales situées à proximité.  Ces facteurs sont essentiels pour la survie et les fonctions des cellules souches et comprennent notamment le EGF (Epidermal growth factor), le WNT3a (Wingless-Type MMTV Integration Site Family, 
Member 3), le ligand de la voie Notch DLL4 (Delta like ligand 4) et Noggin. Sato et ses collaborateurs ont démontré que ces molécules sont sécrétées par les cellules de Paneth que l'on retrouve au fond des cryptes tout au long de l'intestin grêle (Sato et al., 2011). Les cellules stromales à proximité des cryptes sont quant à elle, 
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responsables de la sécrétion de WNT2B (Wingless-Type MMTV Integration Site Family, 
Member 2B). Au niveau du côlon, la composition de la niche est moins bien définie. Cependant, il a été démontré que les cellules CD24+ et les cellules caliciformes positives pour le marqueur c-Kit/CD117+ (Proto-oncogene receptor tyrosine kinase) peuvent remplir un rôle similaire aux cellules de Paneth dans ce segment du tube digestif (Rothenberg et al., 2012).  
 
1.5 Les types cellulaires différenciés de l’épithélium intestinal  Suite à la prolifération des cellules de la zone TA, celles-ci vont entamer un processus de différenciation progressif et migrer vers l’apex des villosités pour y mourir par exfoliation ou anoïkose quelques jours plus tard. Les cellules de Paneth font exception à cette règle en migrant en sens inverse pour se loger au fond des cryptes et participer à l’élaboration de la niche des cellules souches. On dénombre 4 types principaux de cellules différenciées qui proviennent des cellules souches (Figure 2). Celles-ci sont divisées en deux catégories que l’on nomme la lignée absorbante (entérocytes) et la lignée sécrétoire (cellules caliciformes, de Paneth et entéroendocrines) (van der Flier et Clevers, 2009). Il existe trois autres types cellulaires peu caractérisés pour le moment ; les cellules « cup », les cellules « Tuft » et les cellules « M », ces dernières étant associées aux plaques de Peyer (Barker, 2014). Les plaques de Peyer sont des follicules lymphatiques individuels ou agrégés que l’on retrouve dans la sous-muqueuse et qui sont composés principalement de lymphocytes B et T. Ils sont séparés de la lumière intestinale par les cellules « M » (Ohno, 2016).  Les entérocytes représentent 80-90 % de la population de l’épithélium intestinal. Ce sont des cellules spécialisées dans l’absorption et dans la production d’enzymes digestives. Ces cellules possèdent une bordure en brosse de microvillosités sur la surface apicale afin de maximiser l’absorption des nutriments (Crawley et al., 2014).  Les cellules caliciformes ont pour rôle de produire et sécréter le mucus. Au niveau du duodénum, elles représentent 4 % des cellules de l’épithélium intestinal et leur 
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nombre augmente graduellement vers la portion distale de l’intestin grêle. On retrouve un plus grand nombre de cellules caliciformes au niveau du côlon représentant environ 16 % de la population. Ceci corrèle avec la présence d’une plus haute densité bactérienne au niveau de cet organe (van der Flier et Clevers, 2009; Pelaseyed et al., 2014).  On connait aujourd’hui au moins douze types de cellules entéroendocrines qui sécrètent ensemble plus de 20 hormones différentes. Ces cellules représentent environ 1 % des cellules qui composent l’épithélium intestinal et participent à plusieurs fonctions telles que le contrôle de l’appétit, le relâchement de l’insuline et la contraction des muscles intestinaux (van der Flier et Clevers, 2009; Furness et al., 2013).  Finalement, les cellules de Paneth sont responsables de la sécrétion de peptides antimicrobiens tels que le lysozyme, des cryptidines/défensines ainsi que les facteurs essentiels à l’établissement de la niche des cellules souches intestinales (Sato et al., 2011). Bien que les cellules de Paneth ne soient pas retrouvées dans le côlon, on reconnait maintenant la présence de « Paneth-like cells » (Rothenberg et al., 2012). Chacun des types cellulaires de l’épithélium intestinal exprime des marqueurs spécifiques qui permettent de les différencier entre elles (Carulli et al., 2014).  
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Figure 2 : Types cellulaires de l’épithélium intestinal. L’unité fonctionnelle de l’intestin grêle est appelée l’axe crypte-villosité (A). Au niveau du côlon (B), on retrouve un épithélium de surface qui est plat et des cryptes qui s’invaginent dans la muqueuse. Les cellules souches sont situées à la base des cryptes et assurent le renouvellement constant de l’épithélium. Les cellules progénitrices issues de la division des cellules souches forment la zone du transit d’amplification (TA) et prolifèrent afin de générer les 4 types cellulaires principaux de l’épithélium intestinal. Les cellules filles migrent vers le haut des cryptes à l’exception des cellules de Paneth qui se dirigent vers le fond des cryptes. Modifiée de (Barker, 2014). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3674771198820. 
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2. L’homéostasie intestinale 
2.1 La microflore intestinale  Le terme microflore intestinale désigne l’ensemble des micro-organismes que l’on retrouve au niveau du tractus gastro-intestinal. Elle est composée notamment de bactéries commensales, de virus et de champignons pour un grand total d’environ 1014 micro-organismes qui appartiennent à plus de 500 espèces (Mowat et Agace, 2014). La diversité bactérienne varie tout au long du tractus et la densité bactérienne s’intensifie plus on avance vers l’iléon et le côlon où elle peut atteindre jusqu’à 1012 micro-organismes par gramme de fèces (Bamias et al., 2012). Au niveau de l’estomac, le pH acide diminue grandement la diversité bactérienne et les quelques bactéries qui réussissent à survivre dans cet environnement hostile sont principalement des bactéries aérobies. Plus on avance vers le côlon, plus la concentration en oxygène diminue favorisant ainsi la sélection de groupements bactériens principalement anaérobiques. Plusieurs facteurs comme l’alimentation, l’utilisation d’antibiotiques ainsi que différents pathogènes intestinaux peuvent affecter la composition de la microflore (Brown et al., 2013). La microflore intestinale tire avantage à vivre dans cet environnement riche en nutriments qui facilite grandement sa survie. De plus, la présence de ces micro-organismes bénéficie l’hôte, car ceux-ci participent au processus de digestion de polysaccharides complexes, du mucus et de fibres indigestes. La microflore est même considérée comme un « organe » métaboliquement actif et les métabolites qu’elle produit tels que la biotine, les acides gras à chaine courte (AGCC) et la vitamine K sont essentiels pour l’hôte (Hooper et al., 2002; O'Hara et Shanahan, 2006). De plus, la microflore intestinale compétitionne avec certaines bactéries pathogènes et participe au développement de l’immunité intestinale (Bamias et al., 2012).  
2.2 L’immunité intestinale  L’intestin grêle et le côlon sont les deux organes où l’on retrouve le plus grand nombre de cellules immunitaires dans le corps humain. On retrouve au niveau de l’épithélium 
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intestinal des lymphocytes intraépithéliaux. De plus, on retrouve au niveau de la lamina propria des organes lymphoïdes associés, comme les plaques de Peyer, et un grand nombre de cellules leucocytaires spécialisées, tels que des macrophages, des éosinophiles et des lymphocytes (Mowat et Agace, 2014). La densité bactérienne de l’intestin est élevée et le risque de déclencher une réaction immunitaire inappropriée est constant. Il est d’autant plus important de limiter au maximum le contact entre la microflore présente dans la lumière intestinale et les cellules immunitaires sous-jacentes à l’épithélium. L’épithélium intestinal doit être en mesure de « tolérer » ces micro-organismes, mais doit également être capable de déclencher une réponse immunitaire lorsque nécessaire. L’équilibre est rendu possible grâce aux fonctions de barrière physique et chimique de l’épithélium intestinal (Brown et al., 2013) (Figure 3).  La barrière physique de l’épithélium intestinal est assurée par la présence d’un complexe apical de jonctions qui comprend les jonctions cellulaires serrées et les jonctions adhérentes. Ces jonctions sont retrouvées entre les cellules épithéliales adjacentes qui forment l’épithélium intestinal (Turner, 2009). Les jonctions serrées sont formées par des protéines des familles claudines et occludines et sont connectées au cytosquelette d’actine. Elles forment une barrière étanche au niveau de l’épithélium intestinal et contrôlent la perméabilité cellulaire (Peterson et Artis, 2014). La barrière physique comprend aussi la ou les couches de mucus provenant des cellules caliciformes. Le mucus est composé de protéines nommées mucines dont MUC2 (Mucin 2), étant la mucine la plus abondante (Peterson et Artis, 2014). Au niveau de l’intestin grêle, le mucus est organisé en couche unique qui peut mesurer jusqu’à 150 µM d’épaisseur, tandis qu’au niveau du côlon le mucus forme deux couches bien distinctes (Hooper, 2009). La deuxième couche étant beaucoup moins dense, elle contient une densité bactérienne élevée. La première couche de mucus est en contact avec les cellules épithéliales, est très dense et résiste à la pénétration des bactéries. Elle délimite une zone pratiquement stérile à la surface de l’épithélium (Johansson et al., 2008). Les cellules caliciformes sont aussi responsables de la sécrétion de protéines qui aident au maintien de l’homéostasie comme TFF3 (Trefoil 
35 
 
factor 3) et Retnlb/REMLβ (Resistin-like molecule β). Le TTF3 participe au maintien structurel de la couche de mucus et promeut la régénération de l’épithélium intestinal, la migration des cellules épithéliales intestinales (CEIs) et confère la résistance à l’apoptose (Dignass et al., 1994; D. R. Taupin et al., 2000; D. Taupin et Podolsky, 2003). De son côté, la Retnlb influence la sécrétion de MUC2 et son expression est corrélée avec la colonisation bactérienne (Artis et al., 2004; Nair et al., 2008). Il a d’ailleurs été démontré que l’absence de Retnlb chez des souris invalidées pour le gène permet de réduire la sensibilité des souris à la colite chimique induite par le DSS (Dextran sodium 
sulfate) (Hogan et al., 2006; McVay et al., 2006). Dans un deuxième temps, la barrière biochimique est constituée par les peptides antimicrobiens sécrétés par les entérocytes et les cellules de Paneth. Ceux-ci sont importants et participent au contrôle de la diversité microbienne. Ces peptides permettent de limiter la colonisation et d’éliminer les bactéries qui réussissent à pénétrer le mucus (Mukherjee et Hooper, 2015). Finalement, les cellules B présentes dans la lamina propria favorisent l’établissement d’une réponse immunitaire adaptative en sécrétant des immunoglobulines de type A (IgA) qui sont transportées au travers de l’épithélium par transcytose en utilisant le récepteur pIgFR (Polymeric 
immunoglobulin receptor) où elles reconnaissent spécifiquement certains types de pathogènes (Brown et al., 2013). Des IgA non spécifiques permettent quant à elles de séquestrer les bactéries symbiotiques afin de les garder dans la lumière intestinale (Hooper, 2009). 
2.3 Reconnaissance des pathogènes par les CEIs Les CEIs participent à la reconnaissance des pathogènes en exprimant plusieurs types de récepteurs PRR (Pattern recognition receptors) qui détectent des motifs moléculaires spécifiques que l’on appelle MAMPs (Microbe-associated molecular 
pattern) ou PAMP (Pathogen-associated molecular pattern). Il existe plusieurs types de récepteurs PRR exprimés par les CEIs notamment les TLR (Toll-like receptor), les NOD (Nucleotide binding oligomerization domain (NOD)-like receptors), les RIG (retinoic 
acid-inducible-gene-I (RIG-I)-like receptor) et les récepteurs aux lectines de type C (Artis, 2008). 
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Figure 3 : L’homéostasie intestinale. L’épithélium intestinal forme une barrière de protection physique et biochimique afin de maintenir l’homéostasie intestinale et de limiter au maximum le contact entre les bactéries de la lumière intestinale et les cellules immunitaires de la lamina propria. La barrière physique est assurée par la présence de jonctions cellulaires serrées entre les cellules épithéliales. Les cellules caliciformes sont responsables de la sécrétion de mucus qui participe également à la formation de la barrière physique. Au niveau de l’intestin grêle (A), le mucus est organisé en une seule couche alors que l’on retrouve deux couches distinctes au niveau du côlon (C). Les cellules de Paneth sont requises pour la sécrétion de peptides antimicrobiens qui contrôlent la densité et la variété des espèces bactériennes de la lumière intestinale. De plus, les cellules B de la lamina propria sécrètent des IgA qui reconnaissent et séquestrent différentes bactéries. (B) Les cellules M permettent le transport d’antigènes bactériens de la lumière intestinale aux ilots lymphoïdes afin de permettre leur reconnaissance par les cellules immunitaires. Figure modifiée de (Peterson et Artis, 2014). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3693101334188. 
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Les TLR sont des récepteurs membranaires normalement retrouvés au niveau de vésicules endosomales (TLR3, 7, 8 et 9) (Fukata et Arditi, 2013). Ils peuvent également être situés à la membrane des CEIs du côté apical (TLR2 et 4) ou basolatéral (TLR5). Les TLR ont comme ligands différents produits bactériens tels que le lipopolysaccharide (LPS), qui est le principal ligand du récepteur TLR4 (B. S. Park et Lee, 2013). Les récepteurs NOD sont quant à eux des récepteurs intracellulaires qui sont responsables de la détection de ligands bactériens, mais également de toxines et de DAMPs (Damage-associated molecular pattern). Certains récepteurs de la famille NOD sont connus pour être impliqués dans l’activation de l’inflammasome (Franchi et al., 2009). Finalement, les récepteurs RIG sont importants pour la reconnaissance des ARN (Acide ribonucléique) viraux et participent directement à l’induction des réponses antivirales (Artis, 2008). 
2.3.1 L’épithélium intestinal et la sécrétion de médiateurs inflammatoires  Suite à la reconnaissance des PAMP, les récepteurs PRR enclenchent des cascades de signalisation intracellulaires telles que les voies NF-κB (Nuclear factor-kappaβ), MAPK (Mitogen-activated protein kinases) et de la réponse à l’interféron de type 1 afin de permettre aux cellules épithéliales de pouvoir sécréter différentes combinaisons de cytokines et de chimiokines qui permettent l’élaboration d’une réponse immunitaire spécifique (Akira et al., 2006; Kagnoff, 2014).  La chimiokine CXCL8 (Chemokine (C-X-C motif) ligand 8) ou IL-8 (Interleukine 8) (Eckmann et al., 1993) est l’une des premières molécules inflammatoires identifiées pour être sécrétées par les CEIs suite à l’infection avec différentes bactéries invasives chez la lignée d’adénocarcinome colorectal T84 (Eckmann et al., 1993). Cette chimiokine permet le recrutement de neutrophiles au site d’inflammation. Par la suite, les cytokines MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1), GM-CSF (Granulocyte-
macrophage colony-stimulating factor) et TNFα (Tumor necrosis factor alpha) furent identifiées comme pouvant être sécrétées par les lignées d’adénocarcinome colorectal Caco-2, HT-29 et T84 lorsque celles-ci sont infectées par des bactéries ou stimulées 
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avec des produits bactériens (Jung et al., 1995). On connait aujourd’hui une grande variété de cytokines et chimiokines pouvant être sécrétées par les CEIs (Tableau 1) (Stadnyk, 2002; Bamias et al., 2012; Kagnoff, 2014). La plupart des cytokines et molécules effectrices sont sécrétées du côté basolatéral des cellules épithéliales afin de pouvoir lier leurs récepteurs respectifs au niveau des cellules immunitaires présentes dans la lamina propria (Arpaia, 2014). De plus, les CEIs expriment certains récepteurs spécifiques au chimiokines tels que les récepteurs CCR5, CCR6, CXCR4 et CX3CR1 qui peuvent être induits pour déclencher la sécrétion de peptides antimicrobiens (Kagnoff, 2014).  
Tableau 1 : Liste des cytokines et des chimiokines pouvant être sécrétées par les CEIs. Les chimiokines sont regroupées en fonctions des types de cellules immunitaires qu’elles attirent. Selon (Stadnyk, 2002; Bamias et al., 2012; Kagnoff, 2014). 
Cytokines Chimiokines 
 
Macrophages et cellules dendritiques Cellules T mémoire et cellules dendritiques Th2 et cellules dendritiques Th1 Cellules B plasmatiques Neutrophiles Éosinophiles Lymphocytes IL-1β CCL2 (MCP-1) CCL20 (MIP-3α) CCL22 CXCL9 (MIG) CCL28 (MEC) CXCL1 (GRO-α) CCL5 (RANTES) CCL5 (RANTES) IL-6 CSF2 (GM-CSF)   CXCL10 (IP-10)  CXCL3 (GRO-γ) CCL11 (Eotaxin1) CCL7 (MCP-3) IL-7    CXCL11 (I-TAC)  CXCL5 (ENA-78) CCL28 (MEC) CCL22 IL-10 (CSIF)      CXCL8 (IL-8)  CCL25 (TECK) IL-15        CCL28 (MEC) IL-18        CXCL10 (IP-10) IL-25         IL-33         TL1A         TNFα         TSLP          
2.4 Régénération de l’épithélium intestinal  La régénération de l’épithélium intestinal est induite suite à une blessure ou à la formation d’une brèche qui compromet l’homéostasie intestinale. C’est un processus complexe et hautement régulé qui fait intervenir plusieurs médiateurs et types cellulaires. Pour permettre le retour à l’homéostasie, les CEIs doivent entamer un processus en 3 étapes : la restitution épithéliale qui comprend l’étalement et la 
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migration des cellules épithéliales qui bordent la blessure, la prolifération et la différenciation (Iizuka et Konno, 2011).  Les premières cellules immunitaires à se rendre au site de la blessure sont les neutrophiles. En moins de 12 heures, ces cellules représentent environ 50 % des cellules qui se trouvent au site de la blessure (Leoni et al., 2015). Les neutrophiles jouent un rôle important dans le processus de restitution en permettant la sécrétion de peptides antimicrobiens, de facteurs de croissance tels que le VEGF (Vascular 
endothelial growth factor) et des médiateurs lipidiques tels que les lipoxines, résolvines et les protectines. Ils vont également participer à la phagocytose des débris qui sont accumulés au site de la blessure (Fournier et Parkos, 2012). Les neutrophiles seront également responsables de sécréter du NO (Nitric oxide) et du TGF-
β(Transforming growth factor β) deux médiateurs essentiels à la régénération de l’épithélium (Aoi et al., 2008). De façon contradictoire, les neutrophiles peuvent également contribuer à la sécrétion de molécules pro-inflammatoires et participer dans certains cas à l’établissement d’une réponse inflammatoire aiguë de l’épithélium. Leur rôle peut donc être adapté en fonction de chaque situation. La durée de vie des neutrophiles au site de la blessure est très courte, la plupart vont mourir par apoptose après quelques jours ou être phagocytés par les macrophages résidents (Kennedy et DeLeo, 2009). Par la suite, ce sont les monocytes qui sont recrutés au site de la blessure aux jours 2 à 4. Ceux-ci se différencient principalement en macrophages (Leoni et al., 2015). Tout comme les neutrophiles, les macrophages vont nettoyer la blessure et vont permettre la production de facteurs de croissance et de cytokines qui vont contribuer à la régénération de l’épithélium. Comme la régénération de l’épithélium intestinale est effectuée dans un environnement qui n'est pas stérile et où, contrairement aux autres organes que l'on retrouve dans le corps tels que le foie, la densité bactérienne est élevée, il est important de contrôler la réponse inflammatoire tout au long du processus (Lech et al., 2012; Leoni et al., 2015). Il a d’ailleurs été observé que la régénération de l’épithélium intestinal est souvent incomplète et que la fonction de barrière de l’épithélium intestinal est altérée dans les maladies inflammatoires intestinales chroniques (Sturm et Dignass, 2008). 
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2.5 Les pathologies associées au tube digestif 
 
2.5.1 Les maladies inflammatoires intestinales  La régénération de l’épithélium intestinal est un processus essentiel pour le maintien de l’homéostasie intestinale. Il devient donc évident que des désordres à ce niveau peuvent entrainer l’apparition de diverses situations pathologiques telles qu’une réponse inflammatoire chronique. Les maladies inflammatoires intestinales (MII) regroupent deux pathologies du tube digestif qui sont la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (Abraham et Cho, 2009). Ces pathologies sont caractérisées par la succession de périodes de crise, où les symptômes sont sévères, et des périodes de rémission (Cosnes et al., 2011).  La maladie de Crohn est caractérisée par une inflammation qui peut affecter n’importe quelle partie du tractus gastro-intestinal. Les zones enflammées sont entrecoupées de zones saines et les symptômes varient en fonction des régions qui sont touchées. Cette maladie devient symptomatique lorsque plusieurs zones sont atteintes ou que des lésions distales apparaissent. On peut également voir apparaitre des abcès et des fistules (Cosnes et al., 2011). La maladie de Crohn est caractérisée par une inflammation qualifiée de « transmurale », car elle peut s’étendre à toutes les couches tissulaires du tractus gastro-intestinal. Au niveau histologique, on peut observer la présence de granulomes qui sont causés par l’agrégation de macrophages (Xavier et Podolsky, 2007).  La colite ulcéreuse est caractérisée par une inflammation superficielle et limitée à la muqueuse et la sous-muqueuse intestinales qui débute au niveau du rectum pour s’étendre vers le côlon de manière continue et rétrograde. Au niveau histologique, on peut parfois observer la formation d’abcès de cryptes dû à une infiltration massive de neutrophiles. Par contre, ceci est rare et est limité aux patients qui sont sévèrement atteints (Cosnes et al., 2011).  
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Plusieurs facteurs de risques sont associés aux MII. On sait aujourd’hui que ces maladies sont complexes et font intervenir des composantes génétiques et environnementales incluant la microflore intestinale. La littérature s’entend généralement sur le concept qui propose que les MII soient engendrées par une réponse immunitaire inappropriée suite à un débalancement de la microflore intestinale chez un hôte qui est génétiquement susceptible (Ananthakrishnan, 2015). 
 
2.5.2 Le cancer colorectal  Le cancer colorectal (CCR) est l’une des principales causes de décès par cancer dans le monde. Chaque année, près de 1,2 million de nouveaux cas sont diagnostiqués et on dénombre environ 600 000 décès associés à cette maladie (Brenner et al., 2014). Au Canada, elle est la deuxième principale cause de décès par cancer chez l’homme et la troisième chez la femme. La société canadienne du cancer estime qu’en 2015, ce sont près de 25 100 Canadiens qui recevront un nouveau diagnostic de CCR. Ce chiffre représente 13 % de tous les nouveaux cas de cancer qui seront diagnostiqués en 2015. Les taux de survie relative 5 ans après le diagnostic initial sont de 65 et 64 % chez l’homme et la femme respectivement (Société canadienne du cancer : http://www.cancer.ca).  Les mécanismes moléculaires qui contrôlent l’apparition et la progression du CCR sont encore loin d’être totalement compris. Seulement 3 à 6 % des CCR sont attribuables à des syndromes familiaux et impliquent des mutations spécifiques de gènes qui sont transmises de manière héréditaire. Le syndrome de Lynch, associé à la mutation de gènes importants pour la réparation des mésappariements de l’ADN, et la polypose adénomateuse familiale, causée par la mutation du gène APC (Adenomatous 
polyposis coli) en sont des exemples (Samadder et al., 2015).  On estime que 20 à 40 % des patients atteints de CCR ont un historique familial de CCR qui est reliée à des facteurs génétiques ou environnementaux alors que 60 à 80 % des CCR sont d’origine sporadique, c’est-à-dire qu’ils se développent suivant 
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l’apparition de mutations successives tout au long de la vie de l’individu (Arvelo et al., 2015). Il est donc essentiel de comprendre les évènements et les mécanismes qui mènent à l’apparition de ces mutations et qui contrôlent la progression du CCR.  Le CCR ne fait pas exception aux autres types de cancer et son apparition résulte de mutations successives au niveau de gènes que l’on nomme oncogènes et suppresseurs de tumeurs. Les proto-oncogènes sont des gènes dont l’expression favorise positivement la prolifération cellulaire.  Lorsque ces gènes sont mutés, amplifiés ou qu’ils subissent des translocations chromosomiques, il en résulte la production d’oncoprotéines. Ces protéines oncogéniques ayant subi un « gain de fonction » favorisent la croissance tumorale. Les gènes suppresseurs de tumeurs sont quant à eux des gènes, qui lorsque non mutés encodent des protéines qui régulent négativement la prolifération cellulaire et qui empêchent le développement de tumeurs. Lorsque des mutations surviennent dans des gènes suppresseurs de tumeurs, les protéines résultantes subissent « une perte de fonction » et ne peuvent plus remplir leur rôle de protection. Ceci laisse ainsi place à l’augmentation de la prolifération cellulaire ce qui peut conduire à la formation de tumeurs (Fearon et Dang, 1999).   Le premier modèle expliquant la séquence de progression de l’adénome vers le carcinome fut décrit en 1988 (Vogelstein et al., 1988). Ce modèle propose que la progression de ce cancer soit associée à l’apparition d’altérations génétiques, qui corrèlent avec les différents stades de la maladie. Le premier évènement est souvent une mutation perte de fonction du gène suppresseur de tumeur APC. Ce gène est muté dans près de 90 % des cas de CCR. La protéine APC promeut la dégradation de la β-caténine afin de contrôler négativement les gènes cibles de la voie de signalisation WNT qui est associée à la régulation du cycle cellulaire (Walther et al., 2009). Les adénomes tardifs ou les carcinomes précoces vont par la suite acquérir une seconde mutation gain de fonction au niveau des oncogènes KRAS (Kirsten rat sarcoma viral 
oncogene homolog) ou BRAF (B-Raf proto-oncogene, serine/threonine kinase). Ces mutations sont mutuellement exclusives. Le troisième évènement est la perte du long 
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bras du chromosome 18q qui entraine la perte du gène suppresseur de tumeur SMAD4 (SMAD family member 4) en aval de la signalisation du TGF-β. Dans les adénomes plus tardifs, on retrouve une mutation au niveau du gène suppresseur de tumeur TP53 (tumor protein p53). Cette mutation correspond à une perte d’hétérozygocité au niveau du chromosome 17p où est situé le gène TP53. La perte de TP53 représente l’étape clé pour la transition de l’adénome au carcinome (Walther et al., 2009). D’autres mutations dans les gènes codants pour le récepteur de type 2 du TGF-β, un gène suppresseur de tumeur (TGFβRII) et de l’oncogène PI3KCA (Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit alpha) ont été rapportées (Markowitz et al., 1995; Samuels et al., 2004). La mutation du gène TGFβRII serait d’ailleurs associée à une régulation négative de la transition épithéliale mésenchymateuse (EMT ; 
Epithelial-mesenchymal transition) qui est une étape importante pour la progression métastatique du CCR (X. Q. Liu et al., 2011). L’étude du génome humain a permis de démontrer qu’il y a 138 gènes dont la mutation de type « driver » est reliée à l’apparition du cancer chez l’humain (Vogelstein et al., 2013). Dans le CCR, on retrouve un nombre moyen de 66 mutations non synonymes par tumeur (Wood et al., 2007; Timmermann et al., 2010; Bass et al., 2011; Cancer Genome Atlas, 2012; Seshagiri et al., 2012). Tomasetti et ses collaborateurs ont récemment démontré que seulement 3 mutations séquentielles de type « driver » doivent survenir pour qu’il y ait développement du CCR (Tomasetti et al., 2015). Les autres mutations n’influencent pas la progression de la maladie, et sont dites mutations de type « passenger».  Les mécanismes qui causent ces instabilités génétiques permettent de regrouper les cas de CCR en trois phénotypes distincts. Le premier est l’instabilité des chromosomes (CIN ; Chromosomal instability). Les tumeurs CIN+ représentent environ 65-70 % des tumeurs et ont un nombre de chromosomes anormal (aneuploïdes). Ceci est causé par la perte d’hétérozygocité de même que par le gain ou la perte de certains chromosomes tels que les chromosomes 5q, 17p et 18q (Pino et Chung, 2010). Le dysfonctionnement du système de réparation des mésappariements de l’ADN (Mismatch repair) représente le deuxième sous-type de CCR qui touche environ 15 % 
44 
 
des cas et résulte ainsi en une instabilité des microsatellites (MSI ; Microsatellite 
instability) (Boland et Goel, 2010). Il a été rapporté que les tumeurs CIN+ ont un moins bon pronostic de survie que les tumeurs MSI+  (Walther et al., 2009). Finalement, le troisième phénotype est caractérisé par des modifications épigénétiques qui amènent une hyperméthylation de certains gènes les rendant inactifs; ces tumeurs sont regroupées sous le nom de CIMP+  (CpG island methylator phenotype) (Lao et Grady, 2011). Ces trois sous-types ne sont pas mutuellement exclusifs et certaines tumeurs peuvent présenter des caractéristiques associées à plusieurs de ces catégories.  Dans le but de développer des stratégies thérapeutiques adaptées à chaque type de CCR, les recherches des dernières années ont été orientées sur l’étude des signatures géniques et moléculaires des différents types de CCR. Ces études récentes ont permis d’établir des nouveaux systèmes de classification des tumeurs colorectales en fonction de la signature génique, moléculaire et de la réponse au traitement de chacun (De Sousa et al., 2013; Marisa et al., 2013; Nagtegaal et van Krieken, 2013; Sadanandam et al., 2013). Ces analyses ont permis d’associer le sous-type CIN+ (CCS1 ; Colorectal 
cancer subtype 1) à un réseau de gènes correspondant aux entérocytes et aux cellules du TA. Le sous-type MSI+  (CCS2 ; Colorectal cancer subtype 2) est associé à un réseau de gènes spécifiques aux cellules caliciformes et de gènes inflammatoires. Le dernier sous-type « séreux » (CCS3 ; Colorectal cancer subtype 3) est associé à un réseau de gènes exprimés au niveau des cellules souches et des cellules mésenchymateuses (Sadanandam et al., 2014). Ces études ont permis de mieux définir chacune des tumeurs à l’échelle individuelle et permettront peut-être dans un futur rapproché l’élaboration de stratégies thérapeutiques personnalisées.   
2.5.2.1 Les cellules à l'origine du cancer colorectal  La nature exacte des cellules a l’origine du CCR reste encore nébuleuse. De nombreuses études ont tenté de déterminer quelles étaient les cellules à l’origine du cancer colorectal. L'invalidation spécifique des gènes APC ou Ctnnb1 (Ctnnb1; Catenin 
(Cadherin-Associated Protein), Beta 1) au niveau des cellules souches à l'aide de souris 
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exprimant la Cre-recombinase sous le contrôle de différents promoteurs spécifiques aux cellules souches a permis d'observer la formation d'adénomes, et ce, majoritairement au niveau de l'intestin grêle (Huels et Sansom, 2015). Ces études ont suggéré que les cellules souches puissent être à l'origine du CCR. La délétion de APC ou de Ctnnb1 au niveau des cellules différenciées de la villosité quant à elle permit de mettre en évidence que la carcinogenèse peut également être initiée à partir de ces cellules, mais que des éléments additionnels tels que de l’inflammation, des mutations ou des changements du microenvironnement sont requis pour que le processus tumorigénique soit complet.   
3. La transcription La transcription est un processus cellulaire qui permet de réguler l’expression des gènes contenus dans l’ensemble du génome en fonction d’un contexte spatio-temporel précis. C’est ce qui permet de donner une identité aux cellules qui composent le corps humain à partir d’un matériel génétique identique dans chacune de celles-ci. Grâce aux mécanismes régissant la régulation de l’expression génique, une cellule souche pluripotente peut mener à la production d’une cellule déterminée et éventuellement différenciée telle que dans le cas d’une CEI spécialisée. Aussi, cette régulation permet à cette même cellule de répondre à l’environnement tel que dans un contexte de production de médiateurs inflammatoires suite à l’intégration de signaux liés à la réponse inflammatoire.  
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3.1 L’organisation du matériel génétique  Le matériel génétique de chaque cellule est contenu sous forme de chromatine dans une structure cellulaire que l’on appelle le noyau (Figure 4). Cette chromatine est organisée sous deux formes distinctes, l’hétérochromatine et l’euchromatine (Gaspar-Maia et al., 2011). L’hétérochromatine est décrite comme une forme compacte généralement associée à un état transcriptionnel répressif par opposition à l’euchromatine qui est sous forme lâche et qui est associée à un environnement permissif à l’expression génique. Les protéines histones sont à la base de l’organisation structurelle de l’ADN. Une combinaison de 8 histones, 2 molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, autour desquelles sont entourées 147 paires de bases d’ADN forment l’unité fonctionnelle de base de la chromatine, soit le nucléosome (Zhou et al., 2011; Arrowsmith et al., 2012).  
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Figure 4: Structure de la chromatine. Chaque cellule chez l’homme compte 23 paires de chromosomes pour un grand total de 46 chromosomes. Les protéines histones sont à la base de l’organisation structurelle de l’ADN. Une combinaison de 8 histones, 2 molécules de chacune des histones H2A, H2B, H3 et H4, autour desquelles sont entourées 147 paires de bases d’ADN forment l’unité fonctionnelle de base de la chromatine, le nucléosome. Figure modifiée de (Tonna et al., 2010). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3692650927406. 
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3.2 Les facteurs de transcription  Chaque cellule suit un programme transcriptionnel précis. Les facteurs de transcription (FTs) sont à la base de la régulation de ce processus. Ce sont des protéines capables de lier l’ADN grâce un domaine de liaison spécifique. Ils lient l’ADN au niveau de séquences régulatrices, appelées éléments de liaison à l’ADN, présentes dans le promoteur des gènes. Les FTs sont classés en dix superfamilles en fonction des séquences d’ADN qu’ils sont en mesure de lier (Wingender et al., 2015). Chez l’humain, on estime que 200 à 300 FTs sont capables de lier directement les promoteurs de gènes. On dénombre également près de 1400 FTs qui lient les éléments régulateurs autres que les promoteurs tels que les séquences amplificatrices ou « enhancers » (Farnham, 2009). Les « enhancers » sont des séquences régulatrices d’ADN qui peuvent lier plusieurs FTs, mais qui sont situées beaucoup plus loin du site d’initiation de la transcription que les promoteurs. Ils parviennent à réguler l’expression des gènes grâce à la conformation tridimensionnelle que prend l’ADN dans le noyau. Cette conformation particulière permet alors une proximité physique entre le promoteur du gène et les éléments régulateurs situés en amont ou même sur d’autres chromosomes (Ong et Corces, 2011). Le concept « classique » que la simple liaison d’un FT au niveau d’un élément de liaison situé sur le promoteur d’un gène cible soit nécessaire à son activation est aujourd’hui beaucoup plus complexe en termes de mécanistique. Les FTs ne reconnaissent pas simplement leur élément de liaison; la liaison de ceux-ci à l’ADN dépend de plusieurs autres facteurs tels que de la structure tridimensionnelle de l’ADN, de la flexibilité des FTs et de l’ADN, de la présence de cofacteurs, de l’accessibilité de la chromatine, de l’occupation de celle-ci par les nucléosomes et de la méthylation de l’ADN (Slattery et al., 2014).  De manière très simpliste, pour qu’un gène soit exprimé, les FTs doivent d’abord être recrutés au niveau du promoteur ou d’un « enhancer ». Les FTs, via leur domaine d’activation, vont alors interagir avec des régulateurs transcriptionnels de type coactivateurs comme le complexe médiateur, des acétyltransférases, des méthyltransférases ou encore avec des enzymes responsables de modifier la structure 
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de la chromatine (Allen et Taatjes, 2015). Les FTs généraux TFIID seront ensuite recrutés au niveau de la boite TATA. Ceux-ci comprennent la protéine TBP (TATA 
binding protein), de même que plusieurs protéines TAF (TBP associated factors). Il s’ensuit la formation du complexe de préinitiation (PIC ; Pre-initiation complex) par le recrutement des autres FTs généraux de même que de l’ARN polymérase II (Thomas et Chiang, 2006).  Plusieurs gènes ont besoin d’être transcrits de manière très rapide pour répondre à un besoin immédiat de la cellule. Ce sont souvent des gènes qui répondent aux facteurs environnementaux ou développementaux. On les appelle gènes de première réponse (PRG ; Primary response genes) ou gènes immédiats précoces (IEG ; 
Immediate early genes). Parmi ceux-ci, ont retrouve notamment des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire ou les gènes qui codent pour les protéines du choc thermique (HSP ; Heat shock proteins). Un des mécanismes connus pour réguler la transcription massive et rapide de ces gènes est nommé le RNA pol II « pausing » (Gilchrist et al., 2012). En effet, la queue CTD (Carboxy-terminal domain) de l’ARN polymérase II est composée d’une séquence de 7 acides aminés YSPTSPS qui se répète 52 fois chez l’homme (Phatnani et Greenleaf, 2006). Trois de ces résidus sont des sérines et deux d’entre elles peuvent être phosphorylées afin de contrôler le processus d’élongation. Les sérines 2 (ser2) et 5 (ser5) peuvent être phosphorylées suivant une cascade d’évènements afin de contrôler l’activité de l’ARN polymérase II. La sérine 5 (ser5) est phosphorylée par la protéine kinase CDK7 (Cyclin-dependent 
kinase 7) afin de permettre la sortie du promoteur et le début du processus d’élongation (Komarnitsky et al., 2000). De cette façon, l’ARN polymérase est présente sur le promoteur de ces gènes précoces même en absence d’induction et est engagée dans l’élongation précoce de ceux-ci. On dit qu’elle est en « pause », car elle reste associée au promoteur, mais arrête après avoir produit des ARN naissants de 20 à 60 nucléotides de long (Gilchrist et al., 2012). Lorsque nécessaire, la protéine kinase CDK9 (Cyclin-dependent kinase 9), qui est la sous-unité catalytique du complexe p-TEFb (Positive transcription elongation factor b), est acheminée vers l’ARN polymérase en « pause » et est responsable de la phosphorylation de la sérine 2 (ser2) pour 
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déclencher la phase d’élongation productive (Peterlin et Price, 2006). Ceci permet alors de générer un haut niveau de transcrits de façon très rapide.  
3.3 Les modifications épigénétiques  La régulation transcriptionnelle des gènes est un processus très complexe qui fait intervenir un très grand nombre de protéines et de séquences d’ADN. Il existe de nombreux mécanismes qui régulent de manière précise la transcription de chacun des gènes du génome, en l’occurrence les modifications épigénétiques. En effet, ces modifications permanentes ou transitoires de la chromatine révèlent un tout autre niveau de régulation de l’expression des gènes. La régulation de l’épigénome est effectuée par trois grandes classes de protéines ; les protéines qui ajoutent des marques épigénétiques (writer), qui les enlèvent (eraser) et finalement qui les reconnaissent (reader) (Arrowsmith et al., 2012). Les marques épigénétiques les plus fréquentes sont les méthylations et les acétylations. Ces marques sont ajoutées au niveau des queues des histones, souvent sur les résidus lysine. Celles-ci peuvent avoir des effets positifs ou négatifs sur l’expression des gènes en fonction de la lysine qui se trouve à être modifiée (Zhou et al., 2011). 
 
3.3.1 Histone acétyltransférases versus histone déacétylases  La chromatine est une structure hautement dynamique et l’accessibilité de l’ADN aux FTs change rapidement en fonction du contexte cellulaire. Les FTs travaillent en collaboration avec des protéines qui permettent de modifier localement la structure de la chromatine afin de permettre l’ouverture de celle-ci (Figure 5). Il existe des protéines que l’on nomme histone acétyltransférases (HAT). Ces protéines ajoutent des marques épigénétiques en venant acétyler des résidus lysine au niveau des queues des histones ce qui masque les charges positives des résidus lysine (Tessarz et Kouzarides, 2014). Ces modifications épigénétiques favorisent la dissociation de l’ADN (chargée négativement) avec les histones et entrainent l’ouverture de la chromatine pour favoriser l’activation transcriptionnelle des gènes. De manière opposée, les protéines de la famille des histones déacétylases (HDAC) viennent retirer 
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les groupements acétyles au niveau des queues des histones en augmentant la charge positive des histones et favorisant ainsi une interaction plus forte entre les histones et l’ADN. Ceci permet l’adoption d’une conformation « fermée » et favorise la répression transcriptionnelle des gènes (Barneda-Zahonero et Parra, 2012). Chez les vertébrés, la famille des histones déacétylases compte plusieurs membres. Ceux-ci sont classés en quatre catégories soit; les HDACs de classe I (HDAC1-3 et HDAC8), de classe II (HDAC4-7, HDAC9 et HDAC10), de classe III (Sirt1-7) et de classe IV (HDAC11) (Mariadason, 2008). Les HATs et les HDACs ne peuvent pas interagir directement avec l’ADN et doivent obligatoirement être recrutées via des complexes coactivateurs (pour les HATs) et corépresseurs (pour les HDACs).   
  
Figure 5 : L’acétylation et la déacétylation des queues des histones. Les modifications épigénétiques influencent l’activité transcriptionnelle des gènes. Les marques épigénétiques sont des modifications permanentes ou transitoires de certains résidus au niveau des queues des histones. L’une des principales marques épigénétiques est l’acétylation des résidus lysine. Il existe trois familles de protéines qui modifient ou interagissent avec les marques épigénétiques. Les protéines qui ajoutent des groupements acétyles sont appelées « writer » comme par exemple les histones acétyltransférases (HATs). Les protéines qui retirent les groupements acétyles sont appelées « eraser » comme par exemple les  histones déacétylases (HDACs). Finalement, grâce à leur bromodomaine, certaines protéines sont en mesure de reconnaitre et de lier les histones acétylées. Ces protéines sont appelées les « readers ». Figure modifiée de (Verdin et Ott, 2015). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3692690118432. 
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3.3.2 Coactivateurs et corépresseurs  Les FTs peuvent être à la fois être activateurs ou répresseurs transcriptionnels. Leurs rôles varient en fonction des coactivateurs ou  des corépresseurs qu’ils sont en mesure de recruter (Mouchiroud et al., 2014). Les coactivateurs et les corépresseurs sont considérés comme les intermédiaires entre les FTs qui lient l’ADN et les enzymes qui modifient la structure de la chromatine. Leur présence détermine l’impact final qu’ils auront sur la transcription des gènes en fonction du contexte cellulaire.  
4. Le corépresseur nucléaire NCOR1 
4.1 Le gène NCOR1  
Le corépresseur nucléaire NCOR1 (nuclear corepressor 1) a été découvert en 1995 comme étant une protéine associée à la répression active des gènes cibles des récepteurs à hormone thyroïdienne (TR ; thyroid hormone receptor) et aux récepteurs à l’acide rétinoïque RAR (RAR ; retinoic acid receptor) et RXR (RXR ; retinoid X receptor) en absence de leur ligand (Horlein et al., 1995; Kurokawa et al., 1995). Suite à son identification, le gène correspondant à cette protéine a été cloné et positionné sur le chromosome 17p11.2, une région fréquemment mutée dans diverses pathologies humaines telles que la maladie de Charcot–Marie–Tooth, le syndrome de Smith-Magenis et le syndrome de Birt-Hogg-Dubé (J. Wang et al., 1998; Nagaya et al., 1999; Stacey et al., 1999). 
 
4.2 Homologie avec le corépresseur SMRT-NCOR2  Suite à l’identification de NCOR1 en 1995, un second corépresseur ayant des fonctions très similaires a été identifié, soit le corépresseur SMRT (silencing mediator of retinoid 
and thyroid hormone receptors) et maintenant désigné NCOR2 (nuclear corepressor 2) (J. D. Chen et al., 1996). Les gènes NCOR1 et NCOR2 auraient évolué à partir de la 
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duplication d’un gène ancestral commun et partagent environ 45-50 % de leur séquence en acides aminés (Privalsky, 2004).  Ces deux gènes encodent des protéines de poids moléculaire identique, soit 270 kDa, et servent de plateforme d’échafaudage à la construction de complexes de répression variés dont le poids total peut atteindre de 1,5 à 2 MDa (J. Li et al., 2000). 
 
4.2.1 Les corépresseurs NCOR1 et NCOR2 et leurs rôles spécifiques   Dès la découverte de ces deux corépresseurs, de nombreux groupes ont voulu déterminer la redondance des fonctions de chacun. Plusieurs évidences suggèrent aujourd’hui que la plupart des fonctions sont spécifiques à l’une ou l’autre des deux molécules bien que dans certains contextes cellulaires, les deux corépresseurs peuvent interagir et coopérer au sein d’un même complexe de répression. 
 
4.2.2 Délétion des gènes Ncor1 et Ncor2 chez la souris  La délétion des gènes Ncor1 et Ncor2 chez la souris a permis de révéler des fonctions essentielles dans le développement embryonnaire puisque leur délétion est létale. Les animaux Ncor1-/- ne survivent pas au-delà du jour embryonnaire 15,5, car ils sont anémiques et présentent des défauts dans le processus d’érythropoïèse définitive. Le développement du thymus et du système nerveux central y est également altéré. Chez ces animaux, le développement des thymocytes est arrêté au stade double négatif, soit lorsque les cellules sont CD4-/CD8-, et la taille du thymus est réduite. Ces défauts sont principalement associés à une activation aberrante des gènes cibles des récepteurs TR et des récepteurs RARs (Jepsen et al., 2000).  Les animaux Ncor2-/- vont quant à eux mourir avant le jour embryonnaire 16,5, conséquence de défauts cardiaques attribuables à une activation massive des gènes cibles du facteur de transcription FOXP1 (Forkhead box protein P1) (Jepsen et al., 2007; Jepsen et al., 2008). Ces animaux vont aussi présenter des défauts dans le développement du système nerveux tout comme les animaux Ncor1-/-. Par contre, la région affectée est le cerveau antérieur (proencéphale). Ces défauts sont imputables à 
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l’activation des gènes cibles des récepteurs RARs et de la signalisation de Notch. Ceci résulte en l’activation constitutive de la déméthylase JMJD3 (jumonji domain-
containing protein 3) spécifique à l’histone H3 triméthylée sur la lysine 27 (Jepsen et al., 2007).  Étant donnée la nature létale des délétions, la génération de modèles d’invalidation au niveau de tissus spécifiques fut nécessaire pour étudier les rôles de chacun des corépresseurs dans ce contexte. Une étude réalisée avec des souris invalidées au niveau du foie pour Ncor1, pour Ncor2 ou pour les deux à la fois, a permis de démontrer que NCOR1 est le principal responsable du contrôle des gènes cibles des récepteurs TRs (Shimizu et al., 2015). Par contre, la délétion simultanée de Ncor1 et 
Ncor2 a permis de démontrer que ceux-ci collaborent pour la régulation d’autres types de récepteurs nucléaires afin de gérer le contenu lipidique au niveau du foie (Shimizu et al., 2015). Une autre étude a analysé les fonctions de NCOR1 et de NCOR2 chez le poisson-zèbre et encore une fois, leurs résultats ont révélé que les deux corépresseurs jouent des rôles essentiels, mais distincts, au niveau de la myélopoïèse (J. Li et al., 2014).  
4.3 Les différentes isoformes de NCOR1  Le gène NCOR1 encode 2 isoformes produites par épissage alternatif. Il existe 5 isoformes pour le gène NCOR2 (ω, γ, α, τ et ε) également produites par épissage alternatif (Mottis et al., 2013). Lors de leur découverte, les isoformes de NCOR1 furent nommées RIP13a et RIP13∆1 (RIP ; retinoid X receptor interacting protein) (Seol et al., 1996; M. Goodson et al., 2005). La nomenclature a changé au fil des ans et les isoformes de NCOR1 sont maintenant nommées NCORω et NCORδ. Elles sont les deux isoformes les plus étudiées de NCOR1 (M. L. Goodson et al., 2011). La différence entre les isoformes NCOR1ω et NCOR1δ se situe au niveau des domaines de liaison aux récepteurs nucléaires (RID ; nuclear receptor interaction domains). NCORω possède les trois RIDs alors que NCORδ n’en possède que 2 (M. L. Goodson et al., 2011). Ceci a pour effet de changer l’affinité du corépresseur avec les récepteurs nucléaires. 
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Les fonctions de NCOR1 varient en fonction de ses différentes isoformes. Notamment, au niveau du foie, l’isoforme NCORω est exprimée dans les préadipocytes et inhibe l’adipogenèse alors que l’isoforme NCORδ est exprimée dans les adipocytes matures et favorise la différenciation de ceux-ci (M. L. Goodson et al., 2011). De plus, la délétion spécifique de l’isoforme NCORω chez la souris a permis de mettre en évidence que la perte de cette isoforme entraine une prise de poids significativement plus importante lorsque les animaux sont sur une diète de nourriture grasse. Les auteurs ont également remarqué que les animaux qui expriment uniquement l’isoforme NCORδ sont protégés contre l’intolérance au glucose induite par la diète, et ce, malgré leur prise de poids et l’apparition de changements phénotypiques s’apparentant au diabète (M. L. Goodson et al., 2014).  L’expression des diverses isoformes de ces protéines change en fonction des tissus dans lesquels ils sont exprimés. Elle varie également au cours du développement, de la différenciation cellulaire de même qu’en réponse à différents stimuli de l’environnement comme l’apport calorique, l’exercice et le stress (Mottis et al., 2013). L’existence des différentes isoformes suggère aussi que la régulation des rôles de chacun de ces corépresseurs soit plus complexe que ce qu’ont révélé les études fonctionnelles initiales.   
4.4 Le complexe de répression de NCOR1  C’est grâce à la purification du complexe de répression de NCOR1 par des techniques biochimiques telles que le « GST-pull down » et des essais de double hybride chez la levure que la composition exacte de ce dernier a pu être déterminée. De nombreuses études ont permis de démontrer que le corépresseur s’associe à différentes protéines via ses domaines structuraux et que celles-ci participent aux différentes fonctions du complexe de répression. Le premier complexe de répression de NCOR1 identifié est un complexe contenant NCOR1, mSin3 et l’histone déacétylase mRPD3 (Heinzel et al., 1997; Soderstrom et al., 1997), l’homologue murin de la protéine HDAC1 (Alland et al., 1997). Ce premier complexe a été décrit comme servant à la répression des 
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récepteurs nucléaires TRs et RARs. Un second complexe de répression contenant la protéine SAP30 (Sin3A-associated 
protein) a aussi été identifié. Ce complexe est responsable de la répression transcriptionnelle des récepteurs aux œstrogènes, à la protéine Hesx1/Rpx (HESX 
homeobox 1) et à la protéine Pit-1 (pituitary-specific positive transcription factor 1) (Laherty et al., 1998). Par contre, la présence de la protéine SAP30 n’est pas requise pour la répression des récepteurs TR et RAR. Cette étude a démontré pour la première fois que la composition du complexe de répression de NCOR1 peut varier en fonction des types de récepteurs nucléaires au niveau desquels il est recruté.  
 
4.4.1 Domaines fonctionnels des protéines NCOR1 et NCOR2  L’étude de la structure protéique de NCOR1 et de NCOR2 a révélé la présence de domaines structuraux homologues fonctionnels qui interagissent avec plusieurs protéines expliquant ainsi les différentes fonctions biologiques de ces complexes (Figure 6). 
4.4.1.1 Les domaines de répression  Les protéines NCOR1 et NCOR2 possèdent trois domaines de répression (RDs ; 
repression domain). Ces domaines sont responsables du recrutement des protéines du complexe de répression associées à l’activité répressive du complexe (H. Li et al., 1997). À partir de l’extrémité N-terminale, on retrouve les domaines RD1, RD2 et RD3. Au niveau du RD1, on retrouve des interactions entre les corépresseurs et deux protéines très importantes pour la régulation de l’activité du complexe; les protéines TBL1 (Transducin β-like 1 ; F-box-like/WD repeat-containing protein TBL1X) et GPS2 (G protein pathway suppressor 2) (Guenther et al., 2000; J. Zhang et al., 2002). Une protéine homologue à TBL1, la protéine TBLR1 (TBL1-related protein 1) a également été identifiée au niveau du complexe de répression de NCOR1/NCOR2/HDAC3 de même que la protéine CORO2A (coronin 2A), une protéine impliquée dans la liaison de l’actine (Yoon et al., 2003a). Les protéines TBL1 et TBLR1 sont hautement conservées 
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et possèdent un domaine N-terminal qui contient des motifs structuraux de type LisH et « boites F ». De plus, ces protéines possèdent une répétition de motifs WD-40 en C- terminal. Le motif WD-40 est un court motif d’environ 44 à 66 acides aminés qui se termine régulièrement par le dipeptide tryptophane (W)/ acide aspartique (D) en C- terminal (C. Xu et Min, 2011). L’étude de la liaison de TBL1 et de TBLR1 à NCOR1 a révélé l’existence de deux domaines de liaison. En effet, il semblerait que la portion N- terminale des protéines TBL1 et TBLR1 soit capable de lier le domaine RD1 alors que leur portion C-terminale soit responsable de la liaison au niveau des acides aminés 1801 à 1965. Les protéines TBL1 et TBLR1 peuvent également lier les histones H2B et H4 hypoacétylées ce qui permettrait le recrutement spécifique du complexe de répression au niveau de la chromatine (Yoon et al., 2003a). Ces protéines seraient également essentielles pour l’activité de répression du complexe de NCOR1 (Yoon et al., 2005). L’analyse du complexe par cristallographie et résonance magnétique nucléaire (RMN) a permis de mettre en évidence un domaine de liaison à TBL1 qui est commun entre les protéines GPS2 et NCOR2 (Oberoi et al., 2011). Ce domaine est conservé dans la protéine NCOR1, et ce, dans plusieurs espèces. Les résultats de cette étude ont également révélé que la protéine TBL1 pourrait être sous forme d’un tétramère au niveau du complexe de répression ce qui expliquerait le poids cumulatif de 1,5 à 2 MDa.  Pour sa part, la protéine GPS2 interagit également avec le domaine RD1 de NCOR1 et de NCOR2 (J. Zhang et al., 2002). Cette interaction entre GPS2 et NCOR1/HDAC3 permet de réguler négativement la voie de signalisation JNK (Jun amino-terminal 
kinase). De plus, il semblerait que dans certains cas, la protéine GPS2 participerait au recrutement du corépresseur au niveau des récepteurs nucléaires. Par exemple, il a été démontré que le corépresseur NCOR1 ne peut s’associer directement avec le récepteur PPARγ (peroxisome proliferator-activated receptor γ) et que c’est via une interaction entre la protéine GPS2 et PPARγ que NCOR1 est recruté au niveau de ce récepteur (Guo et al., 2015).  
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Le domaine RD3 est également responsable du recrutement des HDACs de classe II, plus précisément HDAC4, HDAC5 et HDAC7 (Kao et al., 2000; Fischle et al., 2002).  
4.4.1.2 Les domaines SANT  Intercalés entre les domaines RD1 et RD2 se retrouvent les domaines SANT (SANT ; SWI3/ADA2/NCOR/TFIID) par analogie aux domaines retrouvés dans les protéines Swi3, Ada2, NCOR1 et TFIID. Ce sont des domaines essentiels au recrutement des HDACs qui représentent l’activité enzymatique du complexe. L’un des domaines SANT fait partie du domaine DAD (DAD ; Deacetylase activation domain) et interviens directement dans la liaison des HDACs aux corépresseurs (Guenther et al., 2001). Le deuxième domaine SANT est considéré comme le domaine HID (HID ; Histone 
interacting domain) et est responsable de la liaison du complexe aux queues des histones afin que celles-ci puissent être déacétylées par la ou les HDACs (Yu et al., 2003). De nombreuses HDACs ont été montrées pour interagir avec les corépresseurs NCOR1 et NCOR2 incluant la HDAC3 (J. Li et al., 2000) qui est essentielle pour la répression par les récepteurs TRs. L’utilisation d’un modèle murin exprimant une protéine NCOR1 dont le domaine DAD est muté (Y478A) a révélé que le recrutement de HDAC3 est essentiel pour le contrôle du cycle circadien et pour la répression de certains types de récepteurs nucléaires (Alenghat et al., 2008). Ce modèle a aussi permis de mettre en évidence que le domaine DAD est requis pour le recrutement de HDAC3 dans le complexe de répression, mais que l’activité déacétylase de HDAC3 est dépendante de la présence de ce domaine structurel au niveau de NCOR1 et de NCOR2 (You et al., 2013). À ce jour, la protéine HDAC3 serait le principal partenaire enzymatique des complexes NCOR1 et NCOR2, car son interaction avec les corépresseurs est la plus stable et la plus reproductive au niveau expérimental (Perissi et al., 2010). Somme toute, le recrutement de l’histone déacétylase HDAC3 au sein du complexe de répression suggère que le complexe de répression de NCOR1 accomplit son activité répressive par la déacétylation des queues des histones résultant en la compaction de la chromatine.  
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4.4.1.3 Les domaines d’interaction aux récepteurs nucléaires  L’analyse de la structure protéique de NCOR1 et NCOR2 a permis de mettre en évidence la présence de trois domaines d’interaction aux récepteurs nucléaires que l’on nomme RIDs (Downes et al., 1996; Seol et al., 1996; Webb et al., 2000). Chacun des domaines RIDs forme un motif hydrophobe riche en isoleucines représenté par la séquence I/LXXII qui forme la boite « CoRNR ». Au niveau des coactivateurs, on retrouve une séquence similaire suggérant que les corépresseurs et les coactivateurs lient la même séquence LXXLL au niveau des récepteurs nucléaires (Nagy et al., 1999). La liaison serait effectuée au niveau du domaine de liaison au ligand situé sur les récepteurs nucléaires (Mottis et al., 2013). Ensemble, ces trois domaines permettent les interactions avec les récepteurs nucléaires selon des combinaisons différentes et spécifiques à chaque classe de récepteurs. Il est intéressant de noter que NCOR1 et NCOR2 ne partagent que 23 % d’homologie au niveau du premier domaine RID. De plus, les différentes isoformes de NCOR1 et de NCOR2 ne possèdent pas toutes le même nombre de domaines RIDs. Ces deux différences majeures permettent aux deux corépresseurs d’interagir de manière plus spécifique avec certains types de récepteurs nucléaires et confèrent une préférence de liaison pour NCOR1 aux TRs et une préférence pour les RARs à NCOR2 (Cohen et al., 2000; Cohen et al., 2001).  
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Figure 6 : Représentation schématique de la structure des corépresseurs nucléaires 
NCOR1/NCOR2 et du complexe de répression. (A) NCOR1 et NCOR2 possèdent trois domaines de répression (RDs) qui sont responsables de l’interaction avec différentes protéines qui forment le complexe de répression telles que les protéines GPS2, TBL1 et TBLR1. Ils possèdent également deux domaines SANT qui lui permettent d’interagir et de contrôler l’activité déacétylase de HDAC3. De plus, NCOR1 et NCOR2 possèdent trois domaines d’interaction aux récepteurs nucléaires (RIDs) qui permettent son recrutement au niveau de divers types de récepteurs nucléaires ou autres facteurs de transcription. (B) Le complexe de répression de NCOR1 est majoritairement formé par les protéines HDAC3, GPS2, TBL1 et TBLR1. Il est associé au promoteur de ces gènes cibles via son recrutement au niveau de récepteurs nucléaires ou encore via son interaction avec d’autres types de facteurs de transcription. D’après (Jepsen et Rosenfeld, 2002; Mottis et al., 2013). 
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4.4.2 Interaction de NCOR1 avec différents types de récepteurs nucléaires et 
facteurs de transcription  Suite à l’identification de la protéine NCOR1 comme corépresseur transcriptionnel, de nombreuses études se sont intéressées à caractériser son interaction avec diverses classes de récepteurs nucléaires de même qu’avec des FTs plus classiques. NCOR1 peut interagir avec les récepteurs nucléaires suivants ; le récepteur Rev-erbA (Downes et al., 1996), le récepteur nucléaire orphelin COUP-TFs (Chicken ovalbumin 
upstream promoter-transcription factors) (Shibata et al., 1997; Shibata et al., 1998a; Shibata et al., 1998b), le récepteur orphelin RORα (RAR-related orphan receptor 
alpha) (Harding et al., 1997), les protéines de fusion PML-RARα (PML ; Promyelocytic leukaemia) et PLZF-RARα (PLZF ; Promyelocytic leukaemia zinc-finger) qui sont présentes dans la leucémie promyéloïcytaire aiguë (APL ; Acute promyelocytic 
leukaemia) (Grignani et al., 1998). Ces protéines de fusion interagissent avec le complexe de répression via le motif « CoR » présent sur le récepteur RARα. La protéine de fusion PLZF-RARα a une sensibilité réduite au traitement à l’acide rétinoïque (ATRA ; All trans retinoic acid). Le traitement avec l’acide rétinoïque ne permet pas de détruire l’interaction avec la protéine de fusion et le corépresseur nucléaire NCOR1 (Guidez et al., 1998). Les corépresseurs NCOR1 et NCOR2 peuvent également s’associer aux récepteurs à la progestérone (PR ; Progesterone receptor) (Wagner et al., 1998) (X. Zhang et al., 1998). NCOR1 est capable de réprimer les gènes cibles de l’hétérodimère PPARα/RXRα au niveau des cellules 293T (Dowell et al., 1999). NCOR1 peut être recruté au niveau du récepteur nucléaire orphelin SF-1 (Steroidogenic factor 1) via le récepteur nucléaire orphelin DAX-1 (Dosage-sensitive 
sex reversal, adrenal hypoplasia critical region, on chromosome X, gene 1) (Crawford et al., 1998). NCOR1 peut s’associer au récepteur à la vitamine D (VDR ; Vitamin D 
receptor) (Polly et al., 2000). Les récepteurs nucléaires LXR (Liver X receptors) peuvent aussi recruter le complexe de répression de NCOR1 (Hu et al., 2003).  De plus, NCOR1 peut interagir avec des FTs « classiques » comme les facteurs généraux de la transcription tels que les TFIIB, TAFII32 et TAFII70 (Muscat et al., 
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1998). NCOR1 interagit avec la protéine ETO/RUNX1T1 (Runt-related transcription 
factor 1 ; translocated to, 1 (cyclin D-related)) qui est connue pour faire une protéine de fusion ETO/AML impliquée dans la leucémie myéloïde aiguë (AML ; Acute myeloid 
leukemia). L’interaction du complexe NCOR1/mSin3A/HDAC1 est impliquée dans la répression transcriptionnelle des gènes cibles de AML-1/RUNX1 (Runt-related 
transcription factor 1) au niveau de l’hématopoïèse (Gelmetti et al., 1998; Lutterbach et al., 1998; J. Wang et al., 1998). NCOR1 et NCOR2 interagissent avec l’oncogène BCL-6 (B-cell lymphoma 6) via son domaine BTB/POZ (BR-C, ttk and bab/ Pox virus and Zinc 
finger) (Huynh et Bardwell, 1998). NCOR1 interagit avec le FT de différenciation des cellules musculaires striées MyoD (Myogenic differentiation). Cette étude a également révélé que l’expression de NCOR1 est élevée lorsque les cellules myoblastiques prolifèrent et chute drastiquement lors de la différenciation de celles-ci (Bailey et al., 1999). De manière intéressante, des interactions ont été rapportées entre le complexe NCOR2/NCOR1 et des FTs membres des familles AP-1 (Activator protein 1)(Lee et al., 2000; J. Zhang et al., 2002) et NF-κB (Lee et al., 2000; Baek et al., 2002; Perissi et al., 2004). L’interaction de NCOR1 avec ces facteurs lui permet de contrôler l’expression de gènes inflammatoires au niveau des macrophages. NCOR1 peut interagir avec le FT B-MYB qui contrôle l’expression de gènes qui régulent le cycle cellulaire (MYB-related 
protein B) (Masselink et al., 2001; X. Li et McDonnell, 2002). De manière intéressante, le FT B-MYB a récemment été identifié comme un candidat potentiel pour la régulation négative de l’entrée des cellules en sénescence (Mowla et al., 2014). Le corépresseur NCOR1 interagit également avec la protéine Kaiso (aussi connu sous le nom de ZBTB33; zinc finger and BTB domain-containing protein 33), un régulateur transcriptionnel qui s’associe à l’ADN via sa liaison à des groupements CpG méthylés (Yoon et al., 2003b). Cette étude suggère que NCOR1 soit impliqué dans la répression de certains gènes associés à des régions méthylées de l’ADN.  
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4.4.3 Interaction de NCOR1 avec les enzymes de remodelage de la chromatine  Comme nous le verrons plus tard, les résultats présentés dans cette thèse ont permis de mettre en lumière l’existence d’une nouvelle interaction entre le corépresseur NCOR1 et une enzyme de remodelage de la chromatine, la protéine CHD8 (Chromodomain helicase DNA binding protein 8). La protéine CHD8 possède une activité hélicase (ATP-dépendante) impliquée dans le remodelage de la chromatine. Cette protéine a été montrée comme étant impliquée dans la régulation négative des gènes cibles de la voie WNT et dans le contrôle de l’expression de la cycline E2 et de la thymidylate synthase, soit deux gènes exprimés lors de la transition entre les phases G1 et S dans le cycle cellulaire (Rodriguez-Paredes et al., 2009; Nishiyama et al., 2012). 
Bien que cette interaction n’a jamais été rapportée dans la littérature, une étude a permis d’identifier des interactions entre NCOR1 et d’autres protéines de remodelage de la chromatine de la famille SWI/SNF (SWItch/Sucrose Non-Fermentable) incluant les protéines BRG1/SMARCA4 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent 
regulator of chromatin, subfamily a, member 4), BAF 170/SMARCC2 (SWI/SNF related, 
matrix associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily c, member 2), BAF 155/SMARCC1 (SWI/SNF related, matrix associated, actin dependent regulator of 
chromatin, subfamily c, member 1), BAF 47/INI1/SMARCB1 (SWI/SNF related, matrix 
associated, actin dependent regulator of chromatin, subfamily b, member 1), et le corépressor KAP-1/TRIM28 (Tripartite motif containing 28) qui sont impliquées dans l’établissement de l’hétérochromatine (Underhill et al., 2000).  
4.5 Échange entre coactivateurs et corépresseurs  L’activation transcriptionnelle des gènes cibles des récepteurs nucléaires est attribuée à la liaison de leur ligand spécifique. La liaison du ligand entraine un changement de conformation au niveau du récepteur et mène au déplacement et à la dégradation du complexe de corépression et au recrutement subséquent du complexe de coactivation (Figure 7). L’étude du mécanisme de l’activation transcriptionnelle des récepteurs 
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nucléaires TR et RAR, suite à la liaison de leur ligand, a permis de mettre en évidence un mécanisme d’échange entre les HDACs et les HATs au moment de l’activation de chacun des récepteurs (L. Xu et al., 1999). Les auteurs de cette étude ont alors suggéré que le complexe de répression en entier puisse être échangé contre un complexe de coactivation au moment de la liaison des ligands au niveau des récepteurs nucléaires. Cette hypothèse a été confirmée par des études réalisées quelques années plus tard. Dans deux études successives, Perissi et ses collaborateurs ont démontré que les protéines TBL1 et TBLR1 forment un complexe d’échange des corépresseurs nucléaires (NCoEx; nuclear co-repressor exchange factors) (Figure 7). Les protéines TBL1 et TBLR1 possèdent des motifs de type « boite F » au niveau de leur portion N- terminale. Ces motifs sont responsables du recrutement de l’ubiquitine de conjugaison E2 UBE2D1 (Ubiquitin-conjugating enzyme E2D 1) par la protéine TBLR1 et permettent de procéder à la dégradation du complexe de répression par le protéasome 19S lors de l’activation des récepteurs nucléaires par leur ligand. La protéine TBLR1 est suspectée d’être une E3 ubiquitine ligase. De plus, la protéine TBL1 est requise pour la dégradation des protéines CtBP1 et CtBP2 (Carboxy-
terminal- binding protein 1), deux protéines pouvant être recrutées indépendamment de NCOR1. Suivant l’activation de cascades de signalisation, la phosphorylation de 5 résidus Ser/Thr au niveau des protéines TBL1 et TBLR1 par les kinases PKC (Protéine kinase C), CK1 (Caséine kinase 1) ou GSK3 (Glycogen synthase kinase 3) permet de réguler le processus d’échange (Perissi et al., 2004; Perissi et al., 2008). Les auteurs de ces études ont également démontré une certaine spécificité des récepteurs nucléaires et des FTs envers les protéines TBL1 et TBLR1. Selon leurs résultats, les récepteurs RARs et les FTs de la famille AP-1 ont absolument besoin de TBLR1 pour être activés tandis que la présence de TBL1 n’est pas requise. Par contre, certains récepteurs nucléaires tels que PPARγ, ERRs (Estrogen-related receptors) et TRs de même que le FT NF-κB ont besoin des deux protéines à la fois (Perissi et al., 2010). Outre la liaison du ligand aux récepteurs nucléaires, il a été démontré que le complexe de répression de NCOR1 peut être déplacé via la stimulation à l’IL-1β (Interleukine 1β) (Baek et al., 2002). Les auteurs de cette étude ont rapporté une nouvelle 
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interaction au niveau du complexe de répression de NCOR1, soit avec la protéine TAB2 (TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2). Ce mécanisme est utilisé pour activer les gènes cibles du FT NF-κB, tels que le gène KAI1 (tetraspanin ; 
CD82 molecule), et permets l’activation transcriptionnelle de plusieurs gènes inflammatoires. Brièvement, la stimulation des cellules avec l’IL-1β cause la phosphorylation de la protéine TAB2 par la MEKK1 (aussi connue sous le nom de MAP3K1 ; mitogen-activated protein kinase kinase kinase 1) ce qui résulte en un changement de conformation au niveau de la protéine TAB2 et révèle un signal d’export nucléaire entrainant la translocation du complexe NCOR1/TAB2/HDAC3 dans le cytoplasme. Les auteurs de cette étude ne mentionnent pas si le complexe de répression de NCOR1 est dégradé une fois dans le cytoplasme. 
 
Figure 7 : Mécanisme d’échange des complexes de répression pour les complexes d’activation. Lorsque le complexe de répression de NCOR1 est recruté au niveau des récepteurs nucléaires, il maintient la répression de la transcription des gènes cibles de ces récepteurs nucléaires. La liaison du ligand entraine un changement de conformation et mène au recrutement de la machinerie d’ubiquitinylation par le complexe d’échange NCoEX formé par les protéines TBL1 et TBLR1. Ceci entraine le déplacement du complexe de répression et sa dégradation par le protéasome. Il s’en suit le recrutement du complexe de coactivation et ceci entraine l’activation transcriptionnelle des gènes cibles de ces récepteurs nucléaires. Figure modifiée de (Perissi et Rosenfeld, 2005). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3695560600652. 
 
  
66 
 
4.6 Phosphorylation de NCOR1  La protéine NCOR1 peut être phosphorylée dans le but de modifier sa capacité à interagir avec différentes classes de récepteurs nucléaires et de contrôler sa localisation cellulaire. Voici quelques exemples de phosphorylations répertoriées pour la protéine NCOR1. La phosphorylation de la sérine 401 de NCOR1 par la kinase AKT1 lors de l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT1 cause sa translocation au niveau du cytoplasme. Cette phosphorylation serait importante pour la différenciation des cellules souches neuronales suite à la stimulation de celles-ci avec la cytokine de différenciation CNTF (Ciliary neurotrophic factor) (Hermanson et al., 2002). NCOR1 peut également être phosphorylé par la kinase IKKα (IκB kinase α) au niveau des sérines 2345 et 2348. Cette phosphorylation cause la translocation cytoplasmique du corépresseur et a été observée dans les cas de mélanomes malins (Gallardo et al., 2015). Dans le cancer de l’œsophage, NCOR1 est phosphorylé au niveau de la sérine 2436 par la caséine kinase 2 (CK2α) ce qui empêche la dégradation du complexe de répression par le protéasome. La forme phosphorylée de NCOR1 a également été associée à l’augmentation du potentiel invasif de ce type de cellules cancéreuses. Les auteurs de cette étude ont également mentionné que le complexe NCOR1/HDAC3 est responsable de la répression de l’interleukine 10 (CXCL10 ou IL-10) au niveau de ces cellules et que la perte de la répression de ce gène via sa phosphorylation par la CK2α pourrait déclencher une cascade de signalisation oncogénique (Yoo et al., 2012). La protéine kinase A (PKA) peut phosphoryler NCOR1 au niveau de la sérine 70 située dans le domaine de répression RD1 (H. K. Choi et al., 2013). Cette phosphorylation favorise la localisation nucléaire de NCOR1 et augmente son activité répressive au niveau des récepteurs ARs dans les cellules cancéreuses de la prostate humaine. Au niveau du foie, la protéine kinase AKT1 peut également phosphoryler la protéine NCOR1 sur la sérine 1460. Ceci permet de favoriser l’interaction du corépresseur avec les récepteurs PPARα et ERRα. Lorsque le corépresseur n’est pas phosphorylé, il interagit préférentiellement avec les récepteurs LXRα (Jo et al., 2015). Cette phosphorylation serait particulièrement importante pour contrôler l’action de NCOR1 dans le métabolisme des lipides au niveau du foie. 
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4.7 Les fonctions de la protéine NCOR1 
 
4.7.1 Le rôle de NCOR1 dans les cellules souches neuronales  Une étude publiée en 2002 a rapporté que NCOR1 serait responsable de la répression de la différenciation des cellules souches neuronales en astrocytes (Hermanson et al., 2002). La phosphorylation spécifique de NCOR1 par la kinase AKT1 lors de l’activation de la voie de signalisation PI3K/AKT1 amène la translocation cytoplasmique de NCOR1 et la différenciation spontanée des cellules souches neuronales isolées des souris invalidées pour le gène Ncor1 en astrocytes (Hermanson et al., 2002). Une étude plus récente a associé l’expression du corépresseur NCOR1 aux caractéristiques tumorales des cellules du glioblastome (Cloughesy et al., 2014).  
 
4.7.2 Génération du modèle murin Ncor1∆Exon11  Afin d’étudier les rôles de NCOR1 au sein de tissus spécifiques, un modèle murin de délétion conditionnelle a été généré (Yamamoto et al., 2011). Le modèle 
Ncor1∆Exon11 possède deux séquences LoxP de part et d’autre de l’exon 11. Lorsque ces séquences sont recombinées par une Cre-recombinase dont l’expression est contrôlée par un promoteur spécifique au tissu, il s’ensuit l’apparition d’un codon-stop prématuré au niveau de l’exon 12. Chez ces animaux, il n’y a pas de protéine NCOR1 fonctionnelle de produite et le court ARNm résultant de la transcription des exons 1 à 11 est dégradé. 
4.7.3 Le rôle de NCOR1 dans le métabolisme mitochondrial  Chez les mammifères, l’énergie cellulaire est produite en grande partie grâce à la phosphorylation oxydative qui se déroule dans les mitochondries (Wallace et al., 2010). Le contrôle du métabolisme énergétique est essentiel pour le maintien de l’homéostasie dans l’organisme. L’activité métabolique des cellules est hautement régulée au niveau transcriptionnel et de nombreuses évidences supportent l’importance du rôle joué par les régulateurs transcriptionnels de type coactivateurs et corépresseurs en réponse aux nombreux stimuli que reçoit l’organisme. Plusieurs 
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études ont d’ailleurs suggéré que le corépresseur nucléaire NCOR1 puisse être un régulateur important du métabolisme cellulaire (Mouchiroud et al., 2014). Des études réalisées chez des souris invalidées pour le gène Ncor1 ont permis de mettre en évidence que NCOR1 s’associe à différentes classes de récepteurs nucléaires tels que les PPARs et les ERRs afin de réguler le métabolisme énergétique (Fan et Evans, 2015). NCOR1 antagonise le coactivateur PGC1α (peroxisome proliferator-activated receptor γ coactivator 1α), un régulateur positif important des récepteurs PPARs et ERRs (Perez-Schindler et al., 2012).  De plus, des études récentes ont proposé que le corépresseur NCOR1 soit un régulateur important de l’expression des gènes mitochondriaux. Une étude réalisée en effectuant une immunoprécipitation de la chromatine (ChIP ; chromatin 
immunoprecipitation) couplée à l’inhibition du protéasome a été utilisée pour situer, sur le génome entier, les endroits où sont liées les protéines étant ciblées directement pour la dégradation par le protéasome. En effet, NCOR1 serait directement ciblé pour la protéolyse par le protéasome (UPS ; ubiquitin-proteasome system) afin de permettre la transcription de gènes mitochondriaux et ainsi favoriser le métabolisme énergétique. L’ubiquitine ligase Siah2 (siah E3 ubiquitin protein ligase 2) serait responsable de l’ubiquitinylation de NCOR1 (Catic et al., 2013). Les résultats de cette étude ont également permis de démontrer que la répression spécifique de ces gènes par NCOR1 est possible grâce à son association avec le FT CREB (C-AMP Response 
Element-binding protein). 
 
4.7.4 Le rôle de NCOR1 au niveau des muscles  La délétion du gène Ncor1 spécifiquement au niveau des muscles squelettiques a permis d’observer une augmentation de l’endurance musculaire chez ces souris. Cette observation est corrélée avec une augmentation de la masse musculaire de même qu’une augmentation du nombre et de la taille des mitochondries. La délétion de 
Ncor1 au niveau des muscles squelettiques est associée à la perte de répression des récepteurs PPARβ/δ, ERRs (α and γ) et du FT MEF2 (myocyte enhancer factor-2) via la perte de son action antagoniste du coactivateur PGC-1α  qui contrôle normalement 
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ces récepteurs (Yamamoto et al., 2011; Perez-Schindler et al., 2012). La perte de NCOR1 entraine une reprogrammation des fibres musculaires, favorisant l’augmentation du nombre de fibres oxydatives (riches en mitochondries) par rapport aux fibres glycolytiques (pauvres en mitochondries). De plus, NCOR1 est diminué lorsque l’oxydation des acides gras est nécessaire afin d’activer la transcription de gènes impliqués dans le contrôle de l’utilisation des gras par les cellules musculaires (Yamamoto et al., 2011).  
4.7.5 Le rôle de NCOR1 au niveau des adipocytes  La délétion spécifique du gène Ncor1 au niveau des adipocytes du tissu adipeux blanc (WAT ; white adipose tissue) a permis d’observer une perte de répression des gènes contrôlés par le récepteur nucléaire PPARγ via un état non phosphorylé (sérine 273) de celui-ci (P. Li et al., 2011). Cette phosphorylation est inhibitrice et est effectuée par la protéine kinase CDK5 (cyclin-dependent kinase 5) (J. H. Choi et al., 2010). L’absence de phosphorylation corrèle avec l’activation constitutive de ce récepteur et entraine l’obésité des animaux conséquemment à une augmentation de l’adipogenèse. De plus, ces animaux ont une augmentation de la tolérance au glucose et de la sensibilité à l’insuline au niveau du tissu adipeux, du foie et des muscles. Par contre, la perte de NCOR1 au niveau des adipocytes résulte en une diminution massive de l’infiltration de macrophages dans le tissu adipeux.  
 
4.7.6 NCOR1 et le contrôle des récepteurs à l’hormone thyroïdienne  La résistance à l’hormone thyroïdienne (RTH) est causée par des mutations au niveau du récepteur TRβ. On dénombre plus de 119 mutations qui peuvent causer ce syndrome (Beato-Vibora et al., 2013). En absence d’hormone thyroïdienne (T3), le complexe de répression de NCOR1 est lié au niveau des récepteurs TR et permet la répression active des gènes cibles de la T3. Lorsque la T3 est présente dans des conditions normales, soit lorsque le récepteur TRβ est fonctionnel, la liaison de celle-ci avec son récepteur entraine le relâchement du complexe de répression et favorise le recrutement du complexe de coactivation afin de permettre la transcription active des 
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gènes cibles. Par contre, chez les personnes qui souffrent de résistance à la T3, le récepteur TRβ est muté rendant impossible la liaison de l’hormone au récepteur. Le complexe de répression de NCOR1 ne peut donc pas être déplacé et ceci résulte en une répression constitutive des gènes cibles des TRs (Yoh et al., 1997; Safer et al., 1998). 
 
4.7.6.1 Génération du modèle murin Ncor1∆ID  Afin d’investiguer le rôle de NCOR1 dans la répression des gènes cibles des TRs in 
vivo, un modèle murin a été généré. Ce modèle à la particularité que la protéine NCOR1 est normalement exprimée et fonctionnelle, mais sous une forme où deux de ses trois domaines d’interaction aux récepteurs nucléaires, les domaines RID3 et RID2, sont absents (Figure 8) (Astapova et al., 2008). Les domaines RID3 et RID2 sont essentiels pour la liaison de NCOR1 au niveau des TRs (Astapova et al., 2009). L’importance de NCOR1 dans la sensibilité à l’hormone thyroïdienne (TH ; thyroïd 
hormone) a également été validée dans ce modèle. Les souris Ncor1∆ID présentent des taux sanguins normaux de TSH (thyroïd stimulating hormone), mais des taux de triiodothyronine T3 et de thyroxine T4 plus bas que les animaux témoins ce qui suggère qu’elles souffrent d’hypothyroïsme. Cependant, ces animaux ont une croissance normale et une dépense énergétique normale. De plus, plusieurs des gènes cibles des TRs sont exprimés normalement ou encore induits ce qui ne concorde pas avec l’hypothyroïdisme et suggère plutôt une augmentation de la sensibilité aux THs (Astapova et al., 2011; Vella et al., 2014). En croisant les animaux Ncor1∆ID avec des souris exprimant un récepteur TRβ muté, tel que retrouvé dans le syndrome de résistance à la TH, les auteurs ont permis de contrebalancer la résistance à cette hormone (Fozzatti et al., 2011). Une autre étude publiée en 2012 a permis de démontrer un rôle supplémentaire pour NCOR1 au niveau de la régulation de la signalisation de la TH au niveau de la glande pituitaire (Costa-e-Sousa et al., 2012). La génération de souris Ncor1∆ID spécifiquement au niveau de la glande pituitaire (hypophyse) a montré que l’augmentation des niveaux de TSH en condition d’hypothyroïdisme est bloquée dans ce contexte. Leurs résultats suggèrent que non seulement NCOR1 contrôle l’activité transcriptionnelle des TRs, mais qu’il contrôle 
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aussi la régulation négative de l’expression de ces hormones. 
 
Figure 8 : Utilisation du modèle murin Ncor1∆ID. Le modèle NCOR1∆ID a été obtenu par collaboration avec l’équipe du Dr Hollenberg (Astapova et al., 2008). Dans ce modèle, des séquences LoxP sont insérées entre les exons 37 et 38 et entre les exons 41 et 42. Lors de la recombinaison par la Cre-recombinase, les exons 38 à 41 sont perdus et permet la génération d’une protéine NCOR1 qui ne contient que le domaine de liaison aux récepteurs nucléaires RID1. Dans ce modèle, l’interaction entre NCOR1 et les récepteurs nucléaires TRs et LXRs est impossible. 
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4.7.7 Le rôle de NCOR1 au niveau du foie  La génération de souris Ncor1∆ID spécifique au foie a permis de démontrer que NCOR1 contrôle un réseau de gènes associés aux TRs de même qu’aux LXRs qui contrôlent tous deux le métabolisme du cholestérol et des acides biliaires (Astapova et al., 2008). Aussi, ces mêmes souris ont une tolérance face à l’augmentation du cholestérol sanguin lorsque soumis à une diète riche en cholestérol (Astapova et al., 2014). Ces observations seraient attribuables au fait que ces souris présentent des changements dans la composition de leurs acides biliaires et ont une moins bonne absorption du cholestérol au niveau de l’intestin (Astapova et al., 2014).  La délétion spécifique de NCOR1 au niveau des adipocytes et des muscles a permis de lui attribuer un rôle dans la répression de l’expression de gènes associés à la lipogenèse (adipocytes) et au métabolisme oxydatif (muscles). Cependant, le rôle de NCOR1 au niveau du foie a semblé pendant longtemps contradictoire dû à la participation de celui-ci dans des processus métaboliques opposés tels que la lipogenèse, le métabolisme oxydatif des acides gras et la cétogenèse. D’une part, il existe une relation entre l’expression des gènes cibles de PPARα, le régulateur principal de la cétogenèse, l’expression de NCOR1 et de l’activation de la voie mTORC1 (Mammalian target of rapamycin complex 1) (Sengupta et al., 2010). L’augmentation de la voie de mTORC1 lors de la prise de nourriture ou chez les souris âgées corrèle avec la phosphorylation et la translocation nucléaire de la kinase S6K2 (S6 kinase 2) de même qu’avec son association au complexe de répression de NCOR1 (K. Kim et al., 2012). L’interaction de S6K2 avec le complexe de répression de NCOR1 favorise la localisation nucléaire de NCOR1 et stabilise l’association de ce dernier au niveau des PPARα et ainsi inhibe la cétogenèse lors de la prise de nourriture. D’autre part, l’utilisation de modèles murins invalidés pour la HDAC3 au niveau du foie (Hdac3foie-/-) ou dont l’activité de celle-ci inhibée par une mutation ponctuelle du domaine DAD de NCOR1 (Ncor1-DADY478A), a mis en évidence le rôle du complexe NCOR1/HDAC3 dans la régulation de la lipogenèse. Chez ces deux modèles, les souris souffrent de stéatose 
73 
 
hépatique conséquemment à l’augmentation de l’expression des gènes cibles de la lipogenèse (Z. Sun et al., 2012; You et al., 2013).  Des résultats récents ont permis d’élucider la contradiction apparente des fonctions de NCOR1 au niveau du foie. Dans le foie, NCOR1 est associé aux LXRα lorsque les souris sont à jeun et ceci inhibe la lipogenèse. Par contre, lorsque les souris consomment de la nourriture, NCOR1 s’associe aux PPARα dans le but d’inhiber leur activité ce qui conduit à l’inhibition de la cétogenèse et de la phosphorylation oxydative (Jo et al., 2015). Cette étude a permis de démontrer que la dualité des fonctions de NCOR1 est régulée par phosphorylation au niveau du foie. En effet, la sérine 1460 peut être phosphorylée par la AKT1 lorsque la signalisation de l’insuline est activée par la prise de nourriture. Cette phosphorylation a pour but de favoriser l’interaction du corépresseur avec les PPARα et ERRα. Sous sa forme non phosphorylée, NCOR1 interagit préférentiellement avec les LXRα. La prise de nourriture résulte donc en la phosphorylation de NCOR1 et en l’activation des gènes cibles des LXRα afin de permettre d’augmenter la lipogenèse (Figure 9). 
 
 
Figure 9 : Fonctions de NCOR1 au niveau de différents tissus chez la souris. Schéma récapitulatif des fonctions du corépresseur NCOR1 identifiées lors de l’étude des modèles murins de délétion conditionnelle de NCOR1 au niveau de tissus spécifiques. Dans chacun des tissus, la perte de NCOR1 a permis d’observer que le corépresseur contrôle un programme transcriptionnel précis en s’associant à un type de récepteur nucléaire en particulier. Figure modifiée de (Mouchiroud et al., 2014). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3695500052649.  
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4.7.8 Le rôle de NCOR1 au niveau de la réponse inflammatoire  Les premières évidences suggérant un rôle important de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire proviennent de l’étude des macrophages isolés du foie des souris invalidées pour Ncor1 (Ogawa et al., 2004). La répression de plusieurs gènes cibles des FTs AP-1 associés à l’inflammation, à la migration, au catabolisme du collagène et au cycle cellulaire est perdue dans ce contexte.  Le modèle propose que NCOR1 soit recruté au niveau du FT c-Jun pour réprimer les gènes cibles de AP-1 en condition normale. Suivant la stimulation des macrophages, il y a phosphorylation de c-Jun ce qui favorise l’échange du complexe NCOR1/HDAC3/TBL1/TBLR1. Ce mécanisme est dépendant de TBLR1 et implique le recrutement de la sous-unité 19S du protéasome.   Dans les macrophages, l’intégration des signaux pro et anti-inflammatoires provenant de la signalisation des TLR2 et 4 a été associée au complexe de répression formé par NCOR1 et NCOR2 (Ghisletti et al., 2009). Le déplacement du corépresseur NCOR1 couplé à sa dégradation par le protéasome fut décrit comme un point de contrôle essentiel à l’activation des gènes cibles des TLR2 et TLR4 dans les macrophages (Huang et al., 2009). Ces études ont permis de mettre en évidence des mécanismes de régulation du complexe de répression qui favorisent le déclenchement d’une réponse inflammatoire. Il a été démontré que la signalisation par le TLR2 mène à la phosphorylation de la protéine régulatrice TBLR1 via la CaMKII (Ca2 + /calmodulin-
dependent protein kinase II) au niveau des promoteurs de gènes qui ne possèdent pas d’éléments de liaison pour les facteurs NF-κB et où le complexe de répression est lié au FT C-Jun sur site AP-1 (Figure 10A). De plus, il a été observé que la signalisation du TLR4 entraine le recrutement de NF-κB (p65)/IKKε (IKKε; IkappaB kinase-epsilon) au niveau du complexe de répression. La kinase IKKε est alors responsable de la phosphorylation de c-Jun et ceci permet de déplacer le complexe de répression et de l’envoyer à la dégradation par le protéasome (Huang et al., 2009).  
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L’implication de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire a également permis de mettre en évidence un autre mécanisme de régulation de l’expression des gènes inflammatoires par le complexe de répression et les récepteurs nucléaires, soit la transrépression (Pascual et al., 2005). En effet, dans les macrophages, la transrépression permet à NCOR1 de maintenir la répression transcriptionnelle de certains gènes pro-inflammatoires en maintenant son association à la chromatine même en présence d’une stimulation inflammatoire via le TLR4 (Figure 10B) (Glass et Saijo, 2010; Treuter, 2011). Ce mécanisme peut être observé lorsque le complexe de répression formé par NCOR1 est présent à la chromatine via son association avec les FTs (NF-κB et/ou AP-1) et recrute un récepteur nucléaire SUMOylé et lié à son ligand, 
tel que PPARγ, LXR ou GR (glucocorticoide receptor). L’interaction des récepteurs nucléaires SUMOylé avec le complexe de répression empêche le recrutement de la sous-unité 19S du protéasome et bloque par le fait même la dégradation du complexe et la répression des gènes inflammatoires est ainsi maintenue (Perissi et al., 2010). Un mécanisme pouvant expliquer l’absence de dégradation du complexe de répression lors de la liaison d’un LXR sumoylé (transrépression) a été mis en évidence (Huang et al., 2011). CORO2A, un membre du complexe de NCOR1, possède un motif conservé pour l’interaction avec les protéines SUMO2 et SUMO3. La liaison du LXR SUMOylé à CORO2A empêcherait le recrutement de l’actine et par le fait même le déplacement et la dégradation du complexe de répression. Aussi, la CaMKIIγ (Ca2 + /calmodulin-
dependent protein kinase II gamma) suite à l’activation des TLR1 ou TLR2 peut phosphoryler directement le LXR créant ainsi un motif de liaison pour le recrutement de la protéase SENP-3 (sentrin-specific protease 3). Celle-ci permet de retirer le groupement SUMO au niveau du LXR et permet le relâchement de ce dernier de la protéine CORO2A.    
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Figure 10 : Régulation de NCOR1 dans l’inflammation et mécanisme de transrépression. NCOR1 contrôle la réponse inflammatoire en s’associant principalement avec les facteurs de transcription NF-
κB et AP-1. Lors de l’activation des TLR2 et 4, le complexe de répression de NCOR1 est généralement dégradé par le protéasome afin de permettre l’activation transcriptionnelle des gènes inflammatoires 
(A). La stimulation du TLR4 entraine la phosphorylation de la protéine c-Jun par la kinase IKKε et ceci permet de déplacer le complexe de répression et de l’envoyer à la dégradation par le protéasome. La signalisation par les TLR2 mène à la phosphorylation de la protéine régulatrice TBLR1 via la CaMKII au niveau des promoteurs de gènes qui ne possèdent pas d’éléments de liaison pour les facteurs NF-κB. La transrépression est un mécanisme qui permet de maintenir la répression transcriptionnelle en empêchant le déplacement et la dégradation du complexe de répression (B). La transrépression est effectuée par la liaison d’un récepteur nucléaire SUMOylé au niveau du complexe de répression de NCOR1. Figure modifiée de (Perissi et al., 2010). Le numéro de la licence pour les droits de reproduction est le 3693750189561.  
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Il est essentiel que dans certaines circonstances, les cellules immunitaires ou autres puissent tolérer les pathogènes sans engager une réponse inflammatoire exagérée. Par exemple, la signalisation continue des TLRs permet l’expression constitutive des peptides antimicrobiens, mais ne permet pas l’expression des gènes de la réponse inflammatoire au-delà d’un certain seuil chez les macrophages (Foster et al., 2007). Yan et ses collaborateurs ont démontré que le corépresseur NCOR1 est un joueur clé dans l’établissement de la tolérance des TLRs (Yan et al., 2012). Leurs résultats, suite à l’analyse du génome murin lors de l’induction du TLR4 par le LPS, ont démontré que la tolérance des TLRs est attribuable à la présence de motifs de liaison à l’ADN pour les FTs NF-κB au niveau de 71 % des gènes de réponse inflammatoire considérés « tolérisables ». Ce sont les seuls motifs à être significativement enrichis au niveau de ces gènes. Ils ont également mis en évidence par des expériences de ChIP que le complexe NCOR1/HDAC3 est recruté par la protéine NF-κB p50 (sous sa forme déacétylée) spécifiquement au niveau de ces éléments de liaison à l’ADN afin de former un « répressosome ». De plus, lors de la stimulation des cellules avec le LPS, le complexe de répression n’est pas déplacé ou dégradé.  Li et ses collaborateurs ont démontré que la délétion spécifique de Ncor1 au niveau des macrophages et des neutrophiles chez la souris MNKO (macrophage neutrophil 
knockout) résultait en un phénotype anti-inflammatoire et que les souris étaient incapables de générer une réponse inflammatoire lorsque traitées avec des agonistes des TLR2, 3 et 4. De plus, les souris MNKO présentent un meilleur phénotype métabolique. Ces souris sont plus sensibles à l’insuline et ont des taux circulants d’acides gras plus faibles que les souris témoins. La perte d’expression de NCOR1 dans ce modèle induit l’augmentation transcriptionnelle de gènes cibles des LXRs. Ces gènes sont associés à la lipogenèse et leur augmentation entraine la synthèse d’acides gras ω3 et d’acide palmitoléique, ce qui favorise la reprogrammation du métabolisme lipidique des macrophages. L’augmentation de l’expression de ces acides gras anti-inflammatoires est associée à l’inhibition de NF-κB.  
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Somme toute, le rôle exact de NCOR1 dans la réponse inflammatoire est contradictoire. Les données de la littérature s’entendent pour dire que le complexe NCOR1 est présent sur les promoteurs de plusieurs gènes inflammatoires notamment via son recrutement par les FTs AP-1 et NF-κB. Par contre, de nombreux mécanismes peuvent contrer le déplacement et la dégradation du complexe de répression. Ceci complexifie largement le concept initial stipulant que le complexe de répression est simplement déplacé lors de l’établissement d’une réponse inflammatoire donnée et que son rôle est strictement anti-inflammatoire. 
 
4.7.8.1 NCOR1 et le statut de l’activité d’élongation de la RNA pol II  Dans une étude récente, il a été rapporté que la protéine kinase CDK9 peut être transloquée au niveau du noyau pour colocaliser avec le complexe HDAC3/NCOR1 en condition hypoxique (Safronova et al., 2014). La protéine CDK9 est responsable de la phosphorylation de la queue CTD de l’ARN polymérase II et ceci régule le processus d’élongation. L’activité kinasique de p-TEFb est régulée par l’acétylation de CDK9 et de la cycline T1 par le complexe histone acétyltransférase p300/CBP. Les résultats de cette étude suggèrent qu’en condition hypoxique, le complexe HDAC3/NCOR1 puisse jouer un rôle de régulateur négatif dans ce processus en permettant la déacétylation de p-TEFb et par le fait même, l’association de celui-ci avec son inhibiteur naturel, soit la protéine HEXIM1 (hexamethylene bis-acetamide inducible 1).  
 
4.7.9 NCOR1 et le cycle cellulaire  Nous avons démontré que dans les CEIs, la localisation de la protéine NCOR1 corrèle avec le statut de prolifération des cellules (Doyon et al., 2009). Au niveau de l’axe crypte-villosité, la protéine NCOR1 est exprimée dans les cryptes où l’on retrouve les cellules souches et les cellules progénitrices de la zone du TA. De plus, nous avons démontré que l’expression de NCOR1 diminue drastiquement vers l’apex de la villosité où les CEIs se différencient. Nous avons également observé que la diminution de l’expression de NCOR1 par l’utilisation de shARN entraine une importante diminution de la prolifération des cellules IEC-6. 
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 Tout comme NCOR1, l’histone déacétylase HDAC3 est exprimée au niveau des cryptes intestinales (Wilson et al., 2006). La diminution de l’expression de HDAC3 par l’utilisation de siARN corrèle avec un arrêt des cellules au niveau de la phase G2/M du cycle cellulaire et une augmentation de l’expression de p21 dans les cellules cancéreuses colorectales humaines (CCCHs) (Wilson et al., 2006). Il est connu que les inhibiteurs de HDAC (HDACi) sont des agents antiprolifératifs puissants qui induisent des arrêts dans les phases G1 ou G2/M en plus d’avoir la capacité à induire l’apoptose (Bolden et al., 2006).   Le complexe de répression de NCOR1/HDAC3/TBL1/TBLR1 a été rapporté pour être associé au fuseau mitotique (Ishii et al., 2008). Les résultats de cette étude ont démontré que le complexe de répression est associé au fuseau mitotique avant et pendant la mitose. La diminution de l’expression de HDAC3 et de NCOR1 occasionne la perte de l’interaction entre les microtubules et les kinétochores causant ainsi l’aplatissement du fuseau mitotique. Ce phénotype requiert l’activité déacétylase de HDAC3. Puisque NCOR1 contrôle le recrutement et l’activité enzymatique de HDAC3, ces résultats laissent supposer que NCOR1 soit très important pour le déroulement du cycle cellulaire et plus particulièrement de la mitose. 
 
4.7.10 NCOR1 et le cancer  
4.7.10.1 Stabilité protéique de NCOR1 dans le cancer  La protéine NCOR1 est ciblée pour la dégradation par le protéasome dans plusieurs contextes cellulaires. La dégradation de NCOR1 semble être directement corrélée avec l’activation transcriptionnelle des gènes cibles de plusieurs types de récepteurs nucléaires. Au niveau du cancer de la prostate, la protéine NCOR1 est également ciblée par l’ubiquitine ligase Siah2 afin de permettre sa dégradation et ainsi favoriser l’expression de gènes cibles des récepteurs aux androgènes (AR ; androgen receptors) qui favorisent le métabolisme lipidique, la motilité cellulaire et la prolifération des 
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cellules cancéreuses associées au CRPC (castration-resistant prostate cancer) (Qi et al., 2013).  
4.7.10.2 Mutations de NCOR1 dans le cancer  
NCOR1 est situé sur le chromosome 17p11.2. dans une région qui est fréquemment mutée ou perdue dans plusieurs cancers humains. NCOR1 est muté au niveau du cancer de la prostate métastatique de type CRPC (Sowalsky et al., 2015). Des mutations ont également été rapportées au niveau du cancer du sein suite à une analyse génétique de 100 tumeurs (Stephens et al., 2012). La nature des mutations de 
NCOR1 a été peu étudiée et peu d’études détaillent l’impact de celles-ci sur les fonctions de la protéine NCOR1. Par exemple, la mutation de NCOR1 (p.Pro1570Glnfs*45) qui occasionne le changement de la proline en position 1570 pour une glutamine et cause un changement du cadre de lecture dans l’exon 45 a été rapportée au niveau du cancer du sein sans qu’aucun effet fonctionnel ne lui ait été associé (Ronowicz et al., 2015). Des mutations ponctuelles de NCOR1 ont également été détectées au niveau du carcinome urothélial (7 mutations), aussi appelé carcinome transitionnel, de la leucémie aiguë lymphoblastique (2 mutations), dans le cancer colorectal (6 mutations dans les cellules RKO et HCT116)  et le mélanome malin (24 mutations) (Ivanov et al., 2007; Gui et al., 2011; Mullighan et al., 2011; Gallardo et al., 2015). D’autres mutations ont également été répertoriées au niveau des autres composantes du complexe de répression de NCOR1. Par exemple, de nombreuses mutations ponctuelles sont retrouvées au niveau des récepteurs nucléaires tel que les TR. Dans le cas des récepteurs TR, ces mutations sont retrouvées à proximité du site de liaison du ligand et près de la boîte CoR. Lorsque ces sites sont mutés, la liaison du ligand au niveau du récepteur est affectée et empêche le déplacement du corépresseur NCOR1, et ce, même en présence de la T3 ceci conduit à la résistance à l’hormone thyroïdienne (Safer et al., 1998).    
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4.7.10.3 Localisation cellulaire de NCOR1 dans le cancer  La localisation nucléaire de NCOR1 est essentielle pour que ce dernier puisse réprimer l’expression des gènes. Il a été démontré que NCOR1 est localisé au niveau du cytoplasme dans plusieurs cas de rétinoblastomes (Nazha et al., 2013). Dans ce cas particulier, la localisation cytoplasmique de NCOR1 a été associée à une augmentation de la prolifération cellulaire et à l’état non différencié des cellules du rétinoblastome. Au niveau du cancer colorectal, la localisation cytoplasmique de NCOR1 a également été observée dans une étude ayant analysé 43 tumeurs (Fernandez-Majada et al., 2007). Cette relocalisation cytoplasmique serait attribuable au fait que NCOR1 est phosphorylé par la kinase IKKα (IκB kinase α) au niveau des sérines 2345 et 2348. La localisation cytoplasmique a aussi été observée dans les cas de mélanomes malins (Gallardo et al., 2015). La localisation cytoplasmique de NCOR1 dans ces tumeurs est également associée avec une augmentation de la protéine p65 (NF-κB) et une activation de la kinase IKK (IκB kinase). 
 Le corépresseur a aussi été montré comme étant surexprimé dans le glioblastome multiforme (GBM) (D. M. Park et al., 2007). Ce type de cancer est particulièrement agressif et le pronostic de survie est très faible. La surexpression de NCOR1 dans ce type de tumeurs serait responsable de maintenir les cellules cancéreuses souches dans un état indifférencié et immortel. Le traitement des cellules tumorales avec une combinaison d’acide rétinoïque et d’acide okadaïque, un inhibiteur de la PP1A (phosphatase protein A1) ou encore l’inhibition de la PP2A (phosphatase protein 2A) mène à une augmentation de la phosphorylation de NCOR1 et à sa translocation cytoplasmique entrainant la différenciation et/ou la mort des cellules (D. M. Park et al., 2007; Lu et al., 2010).  
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4.7.11 NCOR1 et le vieillissement cellulaire  L’une des découvertes majeures présentées dans cette thèse décrit l’implication de NCOR1 dans la sénescence des CCCHs. Dans la littérature, peu de groupes ont étudié le rôle de NCOR1 dans ce processus biologique. Par contre, il a été rapporté que NCOR1 peut s’associer avec le FT Bach1 (BTB and CNC homology 1, basic leucine zipper 
transcription factor 1) afin de former un complexe de répression contenant les protéines Bach1/p53/HDAC1/NCOR1 dans les cellules MEFs. Ce complexe serait utilisé pour réprimer l’expression de gènes cibles de p53 associés au stress oxydatif causant la sénescence cellulaire tels que le gène CDKN1A (p21) (Dohi et al., 2008). Un variant rare de NCOR1 a été identifié lors du séquençage de l’exome d’une famille présentant un phénotype de longévité extrême suggérant que le gène NCOR1 serait associé à ce phénomène sans toutefois que son rôle exact soit défini (Cash et al., 2014). 
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5. La sénescence cellulaire 
5.1 Définition de la sénescence cellulaire  La sénescence cellulaire est caractérisée par un arrêt complet de la prolifération des cellules associé au vieillissement cellulaire. La limite de « hayflick » fut décrite pour la première fois il y a plus de 50 ans comme étant le nombre maximal de divisions que peuvent faire les cellules en culture (Hayflick et Moorhead, 1961; Hayflick, 1965). Ce n’est qu’une dizaine d’années plus tard que l’hypothèse associant cette limite réplicative à l’érosion des télomères a été émise (Olovnikov, 1971). Les chromosomes humains possèdent à leurs 2 extrémités des séquences de 5-15 kb que l’on appelle les télomères. Les télomères humains sont constitués de séquences répétitives TTAGGG double brin et d’une extrémité qui est simple brin et recourbée en 3’ (Schmidt et Cech, 2015). Ces extrémités 3’ sont liées par un complexe de six protéines que l’on appelle « Shelterin ». Ce complexe permet aux séquences télomériques de ne pas être reconnues comme des sites de dommages à l’ADN et permet aussi le recrutement de la télomérase, une enzyme qui joue le rôle de transcriptase inverse (Nandakumar et Cech, 2013). Puisque la machinerie transcriptionnelle ne parvient pas à répliquer la portion simple brin des extrémités télomériques, la télomérase est essentielle pour ajouter quelques répétitions télomériques afin de ralentir la perte de l’ADN télomérique à chacune des divisions cellulaires. La plupart des cellules du corps n’expriment pas la télomérase à l’exception des cellules souches qui elles, prolifèrent constamment. Lorsque la longueur des télomères atteint un point critique, la cascade de signalisation des dommages à l’ADN est enclenchée et amène de l’instabilité génomique. Les cellules subissent un arrêt du cycle cellulaire associé à la sénescence réplicative. Cette étape est parfois aussi appelée la première phase de mortalité nommée « M 1 ». Les cellules humaines qui réussissent à échapper à la phase M1, par exemple en perdant les points de contrôle du cycle cellulaire associés aux fonctions de p53 ou de p16/Rb vont continuer de proliférer jusqu’à ce qu’elles entrent dans la phase de « crise », la catastrophe mitotique ou la deuxième phase de mortalité nommée « M2 » (Shay et al., 1991; Shay et Roninson, 2004; Campisi et d'Adda di 
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Fagagna, 2007). De plus, la télomérase est parfois réactivée certaines cellules en phase « M2 » ce qui résulte en une capacité à proliférer infiniment et qui, dans certains cancers permet aux cellules cancéreuses d’échapper à ce mécanisme suppresseur de tumeurs (Shay et Wright, 2005; Akincilar et al., 2016). 
 
5.2 Mécanismes causant la sénescence cellulaire  Outre la longueur des télomères qui est attribuable à la sénescence réplicative, la sénescence cellulaire peut être causée par l’induction d’oncogènes (OIS ; oncogene-
induced senescence) tels que Ras et Raf. Les gènes qui encodent ces proto-oncogènes sont fréquemment mutés dans les cancers humains et leur activation menant à la sénescence de type OIS est considérée comme un mécanisme suppresseur de tumeur (Collado et Serrano, 2010). On dénombre plus de 50 oncogènes qui sont associés à l’apparition de la sénescence cellulaire (Gorgoulis et Halazonetis, 2010). La comparaison de l’expression génique entre des cellules en sénescence réplicative et des cellules en sénescence de type OIS a permis de démontrer que plusieurs gènes sont modulés de façon similaire dans les deux types de sénescence bien que des différences majeures soient également observées (Nelson et al., 2014).  La sénescence peut être également la conséquence de stress cellulaires comme la production excessive d’espèces réactives de l’oxygène (ROS ; reactive oxygen species) résultant d’un dysfonctionnement des mitochondries ou des enzymes antioxydantes, l’utilisation d’agents chimiothérapeutiques, la perte des protéines qui protègent les télomères, des dommages à l’ADN, l’activation d’oncogènes, etc. Le stress oxydatif peut entrainer l’apparition de la sénescence induite par le stress (SIPS ; stress-induced 
premature senescence) (Burton et Krizhanovsky, 2014). La IOS et la SIPS sont deux mécanismes différents de la sénescence réplicative, car ils ne résultent pas de l’érosion des télomères (Rodier et Campisi, 2011). Plusieurs des mécanismes qui causent la sénescence cellulaire sont responsables de l’activation des gènes suppresseurs de tumeurs TP53 et RB1 (retinoblastoma 1) de même que de l’activation d’inhibiteurs du cycle cellulaire, les CDKi (CDKi ; cyclin-
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dependent kinase inhibitors) tels que p16INK4A encodé par le gène CDKN2A, p15INK4B encodé par le gène CDKN2B, p21Cip1 encodé par le gène CDKN1A et p27Kip1 encodé par le gène CDKN1B (Beausejour et al., 2003; Munoz-Espin et Serrano, 2014).  Un changement au niveau de la structure de la chromatine semble aussi être un élément qui peut favoriser l’établissement d’un programme de sénescence cellulaire. Par exemple, l’utilisation d’inhibiteurs de HDACs (HDACi) cause l’entrée des cellules en sénescence dans de nombreux types cellulaires (Terao et al., 2001; Munro et al., 2004; Place et al., 2005; Rebbaa et al., 2006).  
 
5.3 Les marqueurs de la sénescence cellulaire  Les cellules sénescentes expriment des marqueurs cellulaires qui les différencient des cellules en prolifération ou encore des cellules non prolifératives telles que les cellules quiescentes ou différenciées. Par contre, les cellules sénescentes n’expriment pas tous les mêmes marqueurs et ceux-ci varient en fonction de la nature de l’induction de la sénescence.  La sénescence cellulaire est décrite comme un arrêt permanent du cycle cellulaire. Le marqueur Ki-67 (Antigen KI-67) qui marque les cellules en prolifération, peut être notamment utilisé pour différencier les cellules prolifératives versus non prolifératives. De plus, la mesure de l’expression de facteurs clés du cycle cellulaire tels que p53, pRb, p16, p15, p21et p27 fournit des indices moléculaires qui traduisent le statut prolifératif des cellules. La sénescence cellulaire est également souvent accompagnée de changements morphologiques importants tels que l’augmentation de la taille des cellules, l’aplatissement cellulaire et l’apparition de vésicules (Hayflick, 1965).  
 
5.3.1 SA-gal  L’un des premiers marqueurs identifiés pour détecter la présence de cellules sénescentes fut l’activité enzymatique de l’enzyme lysosomale β-galactosidase à pH 
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6,0 que l’on nomme aujourd’hui l’activité SA- βgal (Senescence-associated β-
galactosidase activity) (Dimri et al., 1995). Cette méthode de détection utilise le X-gal (5-bromo-4-chloro-3- indoyl β-D-galactopyranoside) comme substrat.  Lorsque celui-ci est clivé par l’enzyme, il est possible d’observer une coloration bleue typique des cellules sénescentes (Debacq-Chainiaux et al., 2009). En 2006, Lee et ses collaborateurs ont démontré que l’expression du gène GLB1 (galactosidase beta 1) qui encode la β-galactosidase est augmentée dans les cellules qui sont sénescentes.  
5.3.2 SAHF  Des modifications au niveau de la structure de la chromatine sont également observées dans les cellules sénescentes. L’observation microscopique de cellules sénescentes colorées au DAPI (4′-6-Diamidino-2-phenylindole) a permis d’observer la présence de 30 à 50 structures d’ADN ponctuées au niveau des noyaux de ces cellules qu’on dénomme les foyers hétérochromatiques associés à la sénescence cellulaire ou SAFH (SAHF ; senescence-associated heterochromatin foci) (Narita et al., 2003). La formation des SAFH est entrainée par l’activation du locus p16INK4/ARF en réponse à des stress cellulaires ou lors de l’activation de la réponse aux dommages à l’ADN. Ceci mène à l’activation du gène suppresseur de tumeur RB1 (Narita et al., 2003). En interagissant avec les FTs de la famille E2F, pRB promeut la formation de foyers d’ADN hétérochromatiques qui contribuent à la répression de gènes qui sont associés à la prolifération cellulaire tels que les gènes cibles des FTs E2F (Corpet et Stucki, 2014). L’un des premiers évènements observables par la suite est la condensation des chromosomes qui correspond au recrutement de protéines chaperonnes d’histones HIRA (histone repressor A) et ASF1A (Histone chaperone ASF1A) (Adams, 2007). Lorsque les cellules entrent en sénescence, la protéine HIRA est relocalisée au niveau des « PML nuclear bodies » et ceci est essentiel pour la formation des SAFH (R. Zhang et al., 2005; Ye et al., 2007). Suite à la condensation des chromosomes, la méthylation de la lysine 9 de l’histone H3 (H3K9me) permet la liaison de la protéine HP1 (heterochromatin protein 1) à celle-ci et l’incorporation subséquente de macroH2A. Les SAFH sont aussi caractérisés par la présence de marques épigénétiques H3K9me3 
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(hétérochromatine constitutive) au centre du SAHF. Celui-ci est entouré d’une couche d’ADN marquée par la modification H3K27me3 (hétérochromatine facultative). Cette couche intermédiaire permet la séparation entre le centre du SAFH qui est une région réprimée versus la chromatine transcriptionnellement active qui se trouve en périphérie du SAFH et marquée par la H3K36me3 (Chandra et al., 2012). Les SAFH sont également caractérisés par l’absence du « linker histone H1 » et par l’enrichissement d’au moins deux autres protéines qui sont le variant d’histone macroH2A et les protéines HMGA (high mobility group a proteins) (R. Zhang et al., 2005; Funayama et al., 2006; Narita et al., 2006).  
 
5.3.2 DNA-SCARS  La sénescence cellulaire peut survenir en réponse à l’activation de la signalisation des dommages à l’ADN. Les cassures doubles brins sont détectées par les complexes MRN (MRE11-RAD50-NBS1) et les régions d’ADN simple brin sont détectées par le complexe 911 (RAD9–RAD1–HUS1) ou la protéine RPA (replication protein A). La reconnaissance des dommages à l’ADN par ces protéines entraine l’activation d’une cascade de signalisation qui est initiée par les kinases ATM (serine-protein kinase ATM; 
ataxia telangiectasia mutated protein) et ATR (serine/threonine-protein kinase ATR; 
ATM and Rad3-related kinase) respectivement (Lamarche et al., 2010; Sulli et al., 2012). La présence de foyers de dommages à l’ADN peut être détectée par immunofluorescence de la phosphorylation spécifique sur la sérine 139 du variant d’histone γH2A.X, des protéines ATM/ATR et de la protéine p53BP1 (Rogakou et al., 1998; Huyen et al., 2004; Lobrich et al., 2010). Lorsque les dommages à l’ADN doivent être réparés, les cellules arrêtent temporairement leur prolifération et procèdent à la réparation de ceux-ci via deux mécanismes qui sont la recombinaison homologue (HR; 
homologous recombinaison) et la recombinaison non homologue (NHEJ; non-
homologous end-joining) (Shrivastav et al., 2008). Par contre, au niveau des cellules sénescentes, les dommages à l’ADN sont permanents et contribuent à l’établissement de ce phénotype. Ces dommages permanents sont appelés DNA-SCARS (DNA-SCARS; 
DNA segments with chromatin alterations reinforcing senescence) (Rodier et al., 2011).  
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5.3.4 SASP  Les cellules sénescentes sont très actives métaboliquement et sécrètent une variété de molécules comme des cytokines inflammatoires, des facteurs de croissance, des protéases et des médiateurs du remodelage de la matrice extracellulaire (MEC) qui influencent grandement le microenvironnement (Hoare et Narita, 2013). L’ensemble de ces molécules constitue le phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP; 
senescence-associated secretory phenotype) (Coppe et al., 2008; Rodier et al., 2009; Coppe et al., 2010b). Le développement et la régulation du SASP semblent dépendants de la signalisation continue de la réponse aux dommages à l’ADN (Coppe et al., 2010b). Ce phénotype se développe de 2 à 3 jours suivant le signal initial qui déclenche la sénescence (Acosta et al., 2013).   Plusieurs composantes du SASP sont régulées de manière transcriptionnelle (Kuilman et al., 2008). Parmi les plus étudiées, on retrouve la cytokine IL-6 (Interleukine 6) et la chimiokine IL-8. Les facteurs de transcription NF-κB et C/EBPβ sont augmentés, activés et lient la chromatine lors de la sénescence de type IOS. Ils sont associés à l’augmentation de l’expression transcriptionnelle des gènes inflammatoires du SASP (Kuilman et al., 2008; Chien et al., 2011). L’inflammasome a aussi été identifié comme un régulateur important du SASP et serait responsable de l’amplification du SASP et de sa transmission aux cellules avoisinantes de manière paracrine (Acosta et al., 2013). L’inflammasome est activé dans la sénescence de type IOS ce qui permet d’amplifier la signalisation de l’IL-1α (Interleukine 1α), un inducteur puissant de l’expression de plusieurs composantes du SASP.   Le rôle exact du SASP est très controversé puisque les molécules qui le composent ont des fonctions bien différentes les unes des autres. Certaines des molécules du SASP permettent de renforcir l’arrêt du cycle cellulaire, d’enclencher des réponses pro ou anti-inflammatoires et d’augmenter ou d’inhiber la capacité tumorigénique et invasive des cellules (Salama et al., 2014). La signalisation autocrine des cellules sénescentes qui expriment le SASP permet de renforcer l’établissement de ce phénotype 
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notamment via la sécrétion de chimiokines qui signalent en utilisant le récepteur CXCR2 ou via des boucles de rétroaction qui inhibent la prolifération cellulaire (Acosta et al., 2008; Wajapeyee et al., 2008). Les fonctions paracrines sont quant à elles responsables de promouvoir la tumorigenèse des cellules transformées avoisinantes, d’enclencher une réponse inflammatoire qui mène au recrutement de cellules immunitaires et de permettre la transmission de la sénescence à des cellules normales qui se trouvent à proximité des cellules qui sécrètent le SASP (Hoare et Narita, 2013).   Les premières études qui se sont intéressées à déterminer la fonction du SASP ont démontré que les protéines sécrétées par des fibroblastes sénescents de la peau (HDF; 
human dermal fibroblasts) sont responsables de la prolifération et de la transformation maligne des cellules épithéliales prémalignes ou malignes (Krtolica et al., 2001). Un phénomène semblable a été observé au niveau de fibroblastes sénescents de la prostate et de leur effet sur la prolifération néoplasique des cellules épithéliales (Bavik et al., 2006). Le SASP pourrait donc promouvoir la tumorigenèse en régulant la prolifération cellulaire et en favorisant la transition épithéliale mésenchymateuse, l’invasion et la vascularisation tumorale (Coppe et al., 2010a). Parmi les molécules du SASP associées à la progression tumorale, on retrouve les cytokines pro-inflammatoires IL-6 et IL-8, le facteur d’angiogenèse VEGF de même que la métalloprotéinase MMP3 (matrix metallopeptidase 3) (Parrinello et al., 2005; Coppe et al., 2006; Kuilman et al., 2008).  De façon opposée, des études ont également démontré que le SASP pouvait avoir des effets anti-tumorigéniques. Le SASP contribue à la reconnaissance et à l’élimination des cellules sénescentes par les cellules du système immunitaire. Le SASP, plus particulièrement la chimiokine CCL2 (chemokine (C-C motif) ligand 2), cause l’infiltration des cellules NKs (natural killer) au niveau des tumeurs hépatiques dans lesquelles le gène suppresseur de tumeur TP53 a été réactivé. Ce mécanisme permet non seulement l’élimination des cellules sénescentes, mais également l’élimination des cellules tumorales (Xue et al., 2007; Iannello et al., 2013). Les cellules sénescentes 
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peuvent également être éliminées par les cellules T CD4+ ainsi que les macrophages (Kang et al., 2011; Hoenicke et Zender, 2012).   Les rôles du SASP sont multiples et peuvent être littéralement opposés dans certains cas. Ils varient en fonction de plusieurs paramètres dont la nature de molécules qui sont sécrétées et le type cellulaire qui reçoit le signal.   
5.4 Implication de la sénescence dans les pathologies humaines  La sénescence cellulaire est associée au vieillissement cellulaire. Il existe un lien indéniable entre le vieillissement, l’accumulation de cellules sénescentes dans les tissus et  l’apparition de pathologies associées à l’âge telles que les maladies dégénératives et le cancer (Krtolica et Campisi, 2002). Les travaux du groupe de Jan Van Deursen ont permis de démontrer clairement que les cellules sénescentes sont la cause directe de plusieurs phénotypes pathologiques associés au vieillissement (Baker et al., 2011; Baker et al., 2016). Leurs résultats obtenus avec un modèle murin permettant l’élimination spécifique des cellules sénescentes positives pour le marqueur p16Ink4a, démontrent que si on élimine les cellules sénescentes on ralentit la progression de plusieurs pathologies et on augmente l’espérance de vie des individus. La présence de cellules sénescentes a été décrite dans de nombreuses pathologies humaines, telles que la maladie d’Alzheimer, l’obésité et le diabète de type 2. La présence de cellules sénescentes au sein des tumeurs est considérée comme un mécanisme de suppression de tumeur alors que dans certaines maladies métaboliques comme l’obésité et le diabète de type 2, elle est défavorable (Munoz-Espin et Serrano, 2014). Des thérapies qui favorisent l’établissement de la sénescence dans les tumeurs sont présentement à l’étude afin de déterminer le potentiel thérapeutique (Perez-Mancera et al., 2014). Parmi celles-ci, on retrouve la restauration de l’activité de TP53, l’inactivation de la télomérase et de certains oncogènes comme MYC, l’induction de dommages à l’ADN et l’inhibition de la voie de synthèse protéique de mTOR (mechanistic target of rapamycin (serine/threonine kinase)) pour ne nommer que ces exemples.  
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5.5 La sénescence et la reprogrammation cellulaire 
 La reprogrammation de cellules somatiques en cellules souches iPSC (induced 
pluripotent stem cell) est possible grâce à une combinaison spécifique de 4 facteurs de pluripotence qui sont Oct4, Sox2, Klf4 et C-Myc (Yamanaka et Takahashi, 2006). Cependant, l’efficacité du processus de reprogrammation est faible et seulement 1 à 3 % des cellules deviennent des iPSCs (Maherali et al., 2008). De plus, il a été démontré que les cellules qui ne parviennent pas à être reprogrammées présentent des phénotypes de mort par apoptose, de transformation oncogénique, de sénescence ou encore de cellules partiellement reprogrammées (Banito et Gil, 2010).   Dans le cas de la sénescence cellulaire, l’augmentation de l’expression des inhibiteurs du cycle cellulaire p16INK4A et p21Cip1 de même que l’activation de la réponse aux dommages à l’ADN et l’activation de p53 sont corrélées avec un ralentissement important du processus de reprogrammation (Hong et al., 2009; Kawamura et al., 2009; H. Li et al., 2009). L’expression individuelle des quatre facteurs de reprogrammation est suffisante pour induire une réponse cellulaire qui s’apparente à la sénescence. Les cellules vont être positives pour le SA- βgal et vont également avoir des SAHF. Ces évidences suggèrent que la sénescence induite par la reprogrammation (RIS; reprogramming induced-senescence) est une barrière importante qui limite la reprogrammation des cellules somatiques en iPSCs (Banito et al., 2009).  La protéine Sox2 (SRY-related HMG-box gene 2) est un FT de la famille SRY related-HMG box. Sox2 peut réguler le processus de sénescence cellulaire en activant l’autophagie (Cho et al., 2013). De plus, l’activation de l’autophagie semble être une étape importante dans le processus de reprogrammation (S. Wang et al., 2013). Tout récemment, il a été démontrer que l’activation de l’autophagie était essentielle pour maintenir les cellules souches musculaires, cellules satellites, dans un état de quiescence et ainsi prévenir leur entrée en sénescence (Garcia-Prat et al., 2016).   
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5.6 Régulation de la sénescence par les voies de signalisation de mTORC1 
et de l’autophagie.  L’autophagie est un processus catabolique qui est responsable de la dégradation lysosomale de protéines ayant une longue durée de vie, d’organelles et de contenu cytoplasmique. Ce processus permet le recyclage des composantes cellulaires afin de générer les nutriments qui sont essentiels à la survie cellulaire en condition de jeûne (Kaur et Debnath, 2015). L’autophagie est également activée en réponse à des stress cellulaires autres que le jeûne comme les dommages aux organelles, les dommages à l’ADN et la mauvaise conformation des protéines (UPR; unfolded protein response). De façon opposée, la voie PI3K/TOR est essentielle pour l’intégration des signaux de croissance, de la disponibilité des nutriments et des ressources énergétiques. Son activation favorise la croissance cellulaire et la synthèse protéique (R. C. Wang et Levine, 2010). Le complexe mTORC1 bloque l’activation de l’autophagie en inhibant, par phosphorylation, le complexe de ULK1 (UNC-51-like kinase 1) qui est essentiel à l’initiation de la formation du phagophore (Fleming et al., 2011).  Des évidences suggèrent que l’activation de l’autophagie contribue à la suppression tumorale dans les stades précoces en favorisant la stabilité du génome et en inhibant la formation d’un microenvironnement inflammatoire chronique qui pourrait affecter l’homéostasie des cellules normales et promouvoir la tumorigénèse. De façon opposée, l’autophagie a été également associée à la survie des cellules tumorales durant les phases plus tardives de la progression tumorale. L’activation de l’autophagie permettrait alors de supporter la demande énergétique des cellules tumorales, de réduire les dommages métaboliques et de favoriser la résistance à l’anoïkose (K. Sun et al., 2013).   Le lien entre le statut d’activation de l’autophagie son impact sur l’établissement de la sénescence cellulaire semble donc être dépendant du contexte cellulaire. L’autophagie promeut la sénescence cellulaire de type OIS induite par l’oncogène Ras chez les 
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fibroblastes normaux (Young et al., 2009). Les auteurs de cette étude ont démontré que l’inhibition de l’autophagie retarde le développement de la sénescence, mais ne bloque pas totalement son apparition suite à des stress mitogéniques et à des dommages à l’ADN. Ils ont également démontré que l’inhibition de l’autophagie retarde de 2 jours la production de IL-6 et IL-8, deux composantes clés du SASP. Leur conclusion est que l’autophagie accélère le développement de la sénescence, mais une fois enclenchée la sénescence est essentiellement indépendante de l’autophagie. Somme toute, dans ce contexte, l’autophagie jouerait un rôle négatif dans la tumorigénèse.   Alors que certaines études suggèrent que l’activation de l’autophagie accélère le développement de la sénescence, d’autres études rapportent le contraire et affirment que l’inhibition de l’autophagie promeut la sénescence (Gewirtz, 2013). De plus, il a été démontré que l’oncogène Ras peut favoriser à la fois l’activation et l’inhibition de l’autophagie, et ce, dépendamment du contexte cellulaire et par des mécanismes différents (Y. Wang et al., 2012). Il semble donc exister une relation particulière entre Ras, l’autophagie et la sénescence sans que la nature de celle-ci soit totalement élucidée pour le moment.   D’autre part, les souris traitées avec de la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, montrent une augmentation de leur espérance de vie et présentent une résistance aux différentes pathologies reliées au vieillissement de l’organisme (Harrison et al., 2009).  Il a récemment été démontré que l’inhibition de mTOR par la rapamycine empêche l’établissement du SASP tout comme il avait été observé avec l’inhibition de l’autophagie (Herranz et al., 2015; Laberge et al., 2015).   De façon surprenante, les cellules qui entament un processus de sénescence de type OIS coordonnent la synthèse protéique et l’autophagie dans un seul et même compartiment appelé TASCC (TOR–autophagy spatial coupling compartment) (Narita et al., 2011). Il a été suggéré que le TASCC soit retrouvé au niveau des cellules sénescentes afin de contrôler l’établissement du SASP. La présence du TASCC au 
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niveau des cellules sénescentes permettrait peut-être d’expliquer comment on peut activer localement et de manière simultanée la dégradation (autophagie) et la synthèse protéique (voie mTOR) (Salama et al., 2014).  
6. Problématique, hypothèse et objectifs de recherche 
 Les MII, incluant la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse, sont caractérisées par une inflammation chronique due à des déséquilibres multiples de l’homéostasie intestinale (Abraham et Cho, 2009). Les CEIs sont essentielles dans le maintien de l’homéostasie intestinale. D’une part, elles forment une barrière physique qui limite le contact entre la microflore présente dans la lumière intestinale et les cellules immunitaires se trouvant dans la lamina propria sous-jacente (Turner, 2009). D’ autre part, elles contribuent à l’immunité  intestinale en détectant la présence des bactéries commensales et des pathogènes via des récepteurs spécialisés tels que les TLRs. Ces récepteurs activent les voies de signalisation NF-κB et MAPK/p38 qui induisent la sécrétion de peptides antimicrobiens et de diverses cytokines et chimiokines pro-inflammatoires (Bamias et al., 2012). Afin de maintenir l’homéostasie et de prévenir l’inflammation chronique au sein du tissu intestinal, il est primordial que les CEIs contrôlent l’ampleur ainsi que la durée de la réponse inflammatoire induite par la présence de ces bactéries, notamment au niveau transcriptionnel (Hooper et Macpherson, 2010).   Le corépresseur NCOR1 contrôle l’expression de gènes cibles en s’associant à des récepteurs nucléaires ou encore à des FTs membres des familles NF-κB et AP-1 (Lee et al., 2000). De plus, de nombreuses évidences suggèrent que NCOR1 soit un régulateur essentiel dans le contrôle de l’expression des gènes inflammatoires au niveau des macrophages. L’intégration des signaux pro et anti-inflammatoires provenant de la signalisation des TLR2 et 4 a d’ailleurs été associée au complexe de répression formé par NCOR1 (Ghisletti et al., 2009). Il a également été démontré que la répression de plusieurs gènes inflammatoires dépendants des FTs AP-1 est perdue dans des macrophages isolés de souris invalidées pour le gène Ncor1 (Ogawa et al., 2004).  
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 Lors d’une étude précédente, nous avons démontré que NCOR1 est impliqué dans le contrôle de la prolifération des CEIs (Doyon et al., 2009). Il a également été démontré que le complexe NCOR1/HDAC3 est essentiel pour la stabilité du génome et il a été rapporté que le complexe de répression NCOR1/HDAC3/TBL1/TBLR1 soit associé au fuseau mitotique (Bhaskara et al., 2008; Ishii et al., 2008; Bhaskara et al., 2010; Bhaskara et Hiebert, 2011).   Nous avons posé l’hypothèse de recherche que le corépresseur NCOR1 soit impliqué dans le maintien de l’homéostasie de l’épithélium intestinal en contrôlant l’expression de gènes de la réponse inflammatoire intestinale et la prolifération des CEIs. Pour répondre à cette hypothèse, nous nous sommes fixé 3 objectifs principaux.  
Objectif 1: Étudier le rôle de NCOR1 dans la réponse inflammatoire des CEI.  1. Nous avons induit une réponse inflammatoire en traitant des CCCHs, soient les Caco-2/15 et HT-29, avec de l’IL-1β et du LPS.   2. Nous avons évalué les niveaux d’expression protéique de NCOR1 par immunobuvardages et les niveaux d’expression du transcrit de NCOR1 par amplification PCR en temps réel.  3. Nous avons utilisé les modèles murins Ncor1ΔIDΔCEI et Ncor1ΔExon11ΔCEI pour induire une colite chimique à l’aide de DSS.   
Objectif 2: Étudier le rôle de NCOR1 dans le contrôle du potentiel prolifératif des 
CCCHs.  1. Nous avons diminué l’expression de NCOR1 en utilisant une stratégie d’interférence à l’ARN dans des CCCHs, soient les Caco-2/15 et HT-29.   2. Nous avons évalué les effets engendrés par la perte d’expression de NCOR1 dans ces modèles cellulaires en culture en réalisant des décomptes cellulaires, des essais de survie en indépendance d’ancrage, des essais de formation de clone, des colorations SA-βgal, des ELISAs et des immunobuvardages.  
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Objectif 3: Caractériser les mécanismes moléculaires par lesquels le 
corépresseur NCOR1 contrôle ses cibles transcriptionnelles dans les CEIs 
humaines. 1. Nous avons immunoprécipité NCOR1 et analysé la composition du complexe de répression en utilisant une approche de spectrométrie de masse.  2. Nous avons étudié le transcriptome des cellules par une approche de séquençage de l’ARN.  3. Nous avons évalué la composition du protéome des cellules par une approche de spectrométrie de masse en utilisant des extraits protéiques provenant de la culture de cellules shNCOR1.   
 
CHAPITRE 2 : MATÉRIEL ET MÉTHODES  
1. Expériences réalisées à partir des modèles murins Ncor1∆IDΔCEI et 
Ncor1∆exon11ΔCEI 
1.1 Obtention des modèles Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆exon11ΔCEI   Le modèle Ncor1∆ID a été obtenu en collaboration avec le Dr Hollenberg (Astapova et al., 2008) (Beth Israel Deaconess Medical Center, Boston, États-Unis) et le modèle 
Ncor1∆exon11 a été obtenu en collaboration avec le Dr Auwerx (Yamamoto et al., 2011) (École polytechnique fédérale de Lausanne, Laboratory of integrative systems physiology, Lausanne, Suisse). Ces deux modèles ont été croisés avec des souris transgéniques C57BL/6 exprimant la Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur du gène Vil1 (12.4KbVilCre) (Madison et al., 2002). Ceci résulte en la délétion spécifique de Ncor1 dans toutes les CEIs. Nous avons ainsi obtenu les modèles murins suivants; Ncor1∆IDflox/flox X 12.4KbVilCre-/+ (Ncor1∆IDΔCEI) et Ncor1∆Exon11flox/flox X 12.4KbVilCre-/+ (Ncor1∆Exon11ΔCEI). Le modèle Ncor1∆IDΔCEI permet l’expression d’une protéine NCOR1 qui ne possède que le domaine RID1 tandis que le modèle 
Ncor1∆Exon11ΔCEI engendre la perte complète de la protéine NCOR1 au niveau des CEIs. Toutes les expériences réalisées sur les souris ont préalablement été approuvées par le comité de recherche sur les animaux de la Faculté de médecine et des sciences de la santé de l’Université de Sherbrooke.   
1.2 Stratégies de génotypage  Afin de valider la délétion spécifique de Ncor1 dans nos modèles murins, nous avons récolté des bouts de queues (0,5 cm) des souriceaux âgés de moins de 7 jours. L’ADN génomique a été extrait à l’aide d’une trousse commerciale (Gerard Biotech, Oxford, États-Unis) selon les recommandations du fabricant. Les échantillons d’ADNs génomiques ont été utilisés pour réaliser des analyses par PCR semi-quantitatifs afin 
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de valider la présence de la Cre-recombinase intégrée dans le génome et la présence des séquences LoxP dans le gène Ncor1 (Tableau 2).   
            Tableau 2: Réactifs et conditions utilisées pour les génotypages par PCR semi-quantitatif  12.4KbVilCre Ncor1∆ID Ncor1∆Exon11 Réactifs (compagnies) Volumes (µL) 
Tampon Thermo Pol 10X  (NEB, Whitby, Canada) 2,5 2,5 2,5 
dNTPs (25 mM) (Amersham Biosciences, Laval, Canada) 0,2 0,2 0,2 
Amorce Up (10 µM) (IDT, Toronto, Canada) 1,0 1,0 1,0 
Amorce Dw (10 µM) (IDT, Toronto, Canada) 1,0 1,0 1,0 
Enzyme Taq (5 U/µL) (NEB, Whitby, Canada) 0,2 0,2 0,5 
ADN génomique 1,0 0,5 1,5 
H2O stérile 19,1 19,6 18,3 
Volume total de la réaction 25 25 25 Conditions de PCR Températures et temps (’minutes, ’’secondes) 
Dénaturation initiale 94 °C (3’) 94 °C (4’) 94 °C (5’) 
Nombre de cycles 25X 30X 40X 
Dénaturation 94 °C (30’’) 94 °C (30’’) 94 °C (30’’) 
Hybridation 56 °C (30’’) 62 °C (30’’) 62 °C (30’’) 
Élongation 72 °C (30’’) 72 °C (60’’) 72 °C (30’’) 
Élongation terminale 72 °C (5’) 72 °C (7’) 72 °C (5’) 
Conservation 4 °C (∞) 4 °C (∞) 4 °C (∞)   Nous avons également utilisé une stratégie de génotypage par PCR en temps réel afin de mesurer les niveaux résiduels de Ncor1 suite à la recombinaison par la 12.4KbVilCre dans le modèle Ncor1∆IDΔCEI. Pour ce faire, nous avons utilisé 2 paires d’amorces supplémentaires afin d’amplifier un transcrit encodé par les exons 1 et 2 et une autre paire pour amplifier un transcrit encodé par les exons 37 et 38. Dans les animaux Ncor1∆IDΔCEI, les exons 38 à 41 sont perdus lors de la recombinaison par la Cre. L’utilisation d’une paire d’amorces qui amplifie un transcrit encodé par les exons 37 et 38 nous permet de voir si la recombinaison par la Cre a fonctionné et si nous sommes bel et bien en présence de souris qui présentent la mutation au niveau de leurs domaines d’interaction aux récepteurs nucléaires (RID) (voir la section 6.5.2 pour les détails du protocole d’amplification et le tableau 8 pour les séquences des amorces). 
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1.3 Fixation au formaldéhyde, inclusion dans la paraffine, coupes, 
colorations et photographie des tissus. Au moment du sacrifice des animaux, les tissus ont été prélevés et rincés dans le PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Les tissus ont été placés entre deux éponges (Fisher Scientific, Pittsburgh, États-Unis) préalablement immergées dans le PBS 1X. Les tissus et les éponges ont été placés dans une cassette histologique (Fisher Scientific, Pittsburgh, États-Unis). Les cassettes ont été déposées dans une solution de fixation (formaldéhyde 4%, PBS 1X, pH 7) préparée la journée même. Les cassettes ont été incubées à 4 °C pendant 18-24 heures. La solution de fixation a été récupérée dans un contenant approprié et les cassettes ont été lavées deux fois dans l’éthanol 70%. Finalement, les cassettes ont été entreposées dans de l’éthanol 70% jusqu’au moment de la circulation et de l’inclusion en paraffine. Pour les étapes de circulation, d’inclusion en paraffine et de coupe, nous avons eu recours à la Plateforme d’histologie et de microscopie électronique du Département d’anatomie et de biologie cellulaire de l’Université de Sherbrooke. Les colorations hématoxyline éosine (H&E), alcian bleu (AB), periodic acid shiff (PAS) et Best's Carmine (Paneth) ont également été réalisées par cette plateforme. Les coupes histologiques colorées ont été photographiées à l’aide du scanneur Nanozoomer (Hamamatsu, Middlesex, États-Unis) et analysées grâce au logiciel NDP.view2 (Hamamatsu, Middlesex, États-Unis). 
1.4 Traitements au dextran sodium de sulfate (DSS)  Une colique chimique a été induite à l’aide de DSS tel que décrit précédemment dans la littérature (Okayasu et al., 1990; Vowinkel et al., 2004). Le DSS (35-50 kDa, MP Biomedical, Solon, États-Unis) a été dilué dans de l’eau à une concentration finale de 3%. Il a été administré aux souris dans leur eau de boisson pendant une période maximale de 7 jours. Le poids des souris a été mesuré au début du traitement (jour 0) ainsi qu’à chacun des jours de traitements subséquents. Les souris ont été sacrifiées aux jours 0, 2, 4 et 7 et des échantillons de protéines, d’ARN et de tissus ont été récoltés (voir les sections 4.1.2 et 6.2 du présent chapitre). Advenant une réponse trop 
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sévère au traitement, les souris ont été sacrifiées lorsque leur perte de poids atteignait 20-30% par rapport à leur poids initial. Ces expériences ont été effectuées avec des groupes expérimentaux contenant au moins 5 animaux de chacun des génotypes et ont été répétées au moins deux fois dans tous les cas (voir les légendes des figures pour l’âge des animaux et la durée des traitements).   Au moment du sacrifice, l’index de sévérité de la maladie a été évalué à l’aveugle par deux évaluateurs indépendants suivant une grille adaptée de Cooper et collaborateurs (Tableau 11, Annexes) (Cooper et al., 1993). Les photographies des coupes histologiques des côlons des animaux traités au DSS générées par le Nanozoomer (Hamamatsu, Middlesex, États-Unis) ont été analysées à l’aide du logiciel NDP.view 2 (Hamamatsu, Middlesex, États-Unis) afin de mesurer le score histologique de chaque animal. Le côlon des souris a été analysé en entier et entre 11 et 20 champs ont été observés suivant la longueur du côlon de chacun des individus. Le score histologique a été mesuré suivant une grille adaptée de Dieleman et ses collaborateurs (Tableau 12, Annexes) (Dieleman et al., 1996).   
1.5 Décomptes des cellules caliciformes et des îlots lymphoïdes  Le nombre de cellules caliciformes a été évalué au niveau des côlons des animaux 
Ncor1∆IDΔCEI. Les côlons ont été analysés en trois sections distinctes soit le côlon proximal, moyen et distal. Entre 8-12 cryptes ont été analysées par sections (3 champs/section) afin de déterminer le nombre moyen de cellules caliciformes par cryptes. Pour les îlots lymphoïdes, les décomptes ont été effectués sur la longueur totale du côlon des animaux. Au total, 6 animaux par groupes ont été analysés soit, 2 femelles et 4 mâles.    
1.6 Analyse de l’expression génique par puce d’expression  BeadChipTM de 
Illumina  Les ARNs des côlons distaux des souris Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆exon11ΔCEI ont été extraits (voir la section 6.2 du présent chapitre) et acheminés au centre d’innovation 
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de Génome Québec de l’Université McGill pour cribler des puces d’expression BeadChipTM de Illumina (MouseWG-6 v2.0 Expression BeadChip) (Illumina, San Diego, États-Unis). Avant de procéder à l’analyse, la qualité des ARN a été testée à l’aide du Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, États-Unis) et du Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, États-Unis) afin de déterminer la valeur RIN (RNA integrity number) et la concentration de chacun des échantillons. La valeur du RIN devait être supérieure à 7,0 afin que les échantillons puissent être utilisés pour générer une librairie d’ADNc. La technologie BeadChipTM de Illumina utilise des billes de silice qui sont recouvertes d’oligonucléotides qui servent de sondes. Chaque sonde possède une petite séquence adjacente qui permet son identification. Les ARNs sont convertis en ADNc grâce à la trousse « TotalPrep RNA Amplification » (Ambion, Austin, États-Unis). La synthèse d'ADNc et la transcription in vitro sont suivies de l'hybridation sur les billes. Les images des BeadChips™ sont ensuite révélées en utilisant le lecteur d'Illumina. Six échantillons ont été analysés par puce d’expression BeadChipTM. Les résultats ont été analysés grâce au logiciel FlexArray (Centre d'innovation Génome Québec et Université McGill, Montréal, Canada).  
2. Culture cellulaire 
2.1 Les cellules 293T  Les cellules 293T (ATCC® CRL-3216™) sont des cellules transformées de rein fœtal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Les cellules 293T ont été principalement utilisées pour la production de lentivirus permettant la réduction de l’expression de NCOR1 par la technologie de l’interférence à l’ARN. Elles ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dubelco’s modified Eagles’s 
medium) (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de sérum bovin fœtal (FBS; fetal bovine serum) (Wisent inc., St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent inc., St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent inc., St-Bruno, Canada). Les cellules 293T ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD 
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Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours et les cellules ont été passées dans un ratio 1 : 10 lorsqu’elles atteignaient 90-100 % de confluence.  
 
2.2 Les cellules Caco-2/15  Les cellules Caco-2/15 sont des CEIs correspondant à un clone dérivé de la lignée parentale Caco-2 (ATCC® HTB-37™) isolée à l’origine d’un adénocarcinome colorectal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis) (Beaulieu et Quaroni, 1991). Ces cellules possèdent la capacité d’entamer un processus de différenciation spontané à l’atteinte de la confluence (Rousset, 1986). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules  Caco-2/15 ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Une attention particulière a été portée à la confluence des cellules entre chaque passage. Les cellules ont été passées dans un ratio 1 : 6 lorsqu’elles étaient à un maximum de 80 % de confluence afin d’éviter l’apparition de cellules en processus de différenciation.  
 
2.3 Les cellules HT29 et HCT116  Les cellules HT29 (ATCC® HTB-38™) sont des CEIs isolées d’un adénocarcinome de côlon humain; les cellules HCT116 (ATCC® CCL-247™) proviennent d’un carcinome colorectal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture McCoy’s 5a (Modified) medium (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD 
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Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5% de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées dans un ratio 1 : 10 lors de l’atteinte de la confluence. 
 
2.4 Les cellules T84  Les cellules T84 (ATCC® CCL-248™) sont des CEIs isolées d’un site métastatique au foie qui provient d’un carcinome colorectal humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM/F12 (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules T84 ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées dans un ratio 1 : 4 lors de l’atteinte de la confluence.   
2.5 Les cellules SW480  Les cellules SW480 (ATCC® CCL-228™) sont des CEIs humaines et proviennent d’un adénocarcinome colorectal (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture Leibovitz’ s L-15 (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada) et 100 µg/ml de pénicilline/streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules SW480 ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées dans un ratio 1 : 4 lors de l’atteinte de 80 % de confluence.  
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2.6 Les Cellules DLD1 et Colo205  Les cellules DLD1 (ATCC® CCL-221™) et Colo205 (ATCC® CCL-222™) sont des CEIs humaines qui proviennent d’un adénocarcinome colorectal. (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture RPMI-1640 (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules DLD1 et Colo205 ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules DLD1 ont été passées dans un ratio 1 : 10 lors de l’atteinte de la confluence, tandis que les cellules Colo205 ont été passées dans un ratio 1 : 4 lors de l’atteinte de la confluence.  
2.7 Les cellules LoVo  Les cellules LoVo (ATCC® CCL-229™) sont des CEIs humaines isolées d’un site métastatique au niveau de la région supra-claviculaire et d’origine d’un adénocarcinome colorectal (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture F-12K (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules LoVo ont été cultivées dans des boîtes de culture cellulaire de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées à un ratio 1 : 4 lors de l’atteinte de la confluence.   
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2.8 Les cellules normales HcoEPIC  Les cellules HcoEPIC (Cedarlane # 2950(SC), Burlington, Canada) sont des cellules épithéliales normales primaires isolées à partir de côlon humain. Elles ont été cultivées dans du milieu CoEpicCM-prf (colonic epithelial cell medium) (Cedarlane # 2951(SC), Burlington, Canada). Ce milieu est supplémenté avec des facteurs de croissance, de la pénicilline/streptomycine, de l’HEPES et du bicarbonate. Le pH de ce milieu est de 7,4 lorsqu’équilibré dans un incubateur contenant 5% CO2. Les cellules HcoEPIC ont été cultivées selon les recommandations du fabricant. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) recouverts de poly-D-lysine (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) à raison de 2 µg/cm2 , à 37 °C et dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées en ensemençant 5000 cellules/cm2 lorsque les cellules sont à 90% de confluence.   
2.9 Les cellules normales 18co  Les cellules 18co (ATCC® CRL-1459™) sont des cellules mésenchymateuses intestinales isolées de côlon humain (American Tissue Culture Collection, Manassas, États-Unis). Elles ont été cultivées dans du milieu de culture EMEM (Eagle's Minimum 
Essential Medium) (Wisent, St-Bruno, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 
µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules 18co ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Ces cellules ont été passées à un ratio 1 : 3 lors de l’atteinte de la confluence.  
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2.10 Culture cellulaire en milieu SILAC  Les cellules Caco-2/15 ont été cultivées en milieu SILAC (Stable isotope labelling with 
amino acids in cell culture) selon le protocole du laboratoire du Dr. Boisvert (Protocoles supplémentaires 3.1, annexes) (Laboratoire du Pr. Boisvert, Université de Sherbrooke, Canada). Les cellules Caco-2/15 ont été cultivées dans 3 milieux SILAC différents désignés légers, moyens et lourds. Les cellules ont été cultivées dans des Pétris de polystyrène 150 mm (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu de culture des cellules a été changé tous les 2-3 jours. Les cellules ont été passées dans un ratio 1 : 6 lorsqu’elles étaient à un maximum de 80 % de confluence pour un minimum de 6 passages. Le milieu SILAC est du milieu DMEM + 4.5 g/L glucose, - L-Arginine, - L-Lysine, -L-Glutamine, - Sodium Pyruvate (Life Technologies inc., Burlington, Canada) supplémenté avec 10 % de FBS dialysé 3 fois (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 2 mM de glutamine (Wisent, St-Bruno, Canada),  0,01 M d’HEPES (Wisent, St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent, St-Bruno, Canada). Pour préparer les milieux légers, moyens et lourds, différents acides aminés sont ajoutés au milieu DMEM préparé plus haut. La concentration finale de L-Arginine est de 42 µg/mL et la concentration finale de L-Lysine est de 63,5 µg/mL. Dans le milieu « Léger,  R0K0», on a ajouté de la L-Arginine R0 (Sigma Aldrich A6969, Oakville, Canada) et de la L-Lysine K0 (Sigma Aldrich A8662, Oakville, Canada). Dans le milieu « Moyen, R6K4», on a ajouté de la L-Arginine R6 (Cambridge Isotope Laboratories inc. CLM-2265, Tewksbury, États-Unis) et de la L-Lysine K4 (Cambridge Isotope Laboratories inc. DLM-2640, Tewksbury, États-Unis). Finalement, dans le milieu « Lourd, R10K8», on a jouté de la L-Arginine R10 (Cambridge Isotope Laboratories inc. CNLM-539, Tewksbury, États-Unis) et de la L-Lysine K8 (Cambrigde Isotope Laboratories inc. CNLM-291, Tewksbury, États-Unis). Le milieu de culture est filtré sur un « Stericup » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) avant d’être utilisé. 
107 
 
3. Productions lentivirales Les particules lentivirales ont été produites avec les vecteurs commerciaux pLP1, pLP2 et pLP/VSVG (Life Technologies inc., Burlington, Canada) selon les recommandations du détaillant. Les trois ADNs lentiviraux et l’ADN d’intérêt (Voir tableau 3) ont été transfectés (6 µg de chaque ADN) en utilisant la Lipofectamine 2000 (Life Technologies inc., Burlington, Canada) dans les cellules 293T ensemencées la veille pour atteindre une confluence de 90 % le jour de la transfection. Brièvement, les ADNs ont été mélangés ensemble et 1,5 mL de milieu Opti-MEM (Life Technologies inc., Burlington, Canada) a été ajouté. La lipofectamine (48 µL/ condition de transfection) a été également mélangée avec 1,5 mL de milieu Opti-MEM et incubé pour 5 minutes à la température de la pièce. Suite à l’incubation, les mélanges ADNs-OptiMEM et lipofectamine 2000-OptiMEM ont été combinés et incubés pour 20 minutes à la température de la pièce. Pendant ce temps, le milieu de culture des cellules a été changé pour 5 mL de milieu Opti-MEM. À la fin de la période d’incubation, le mélange ADNs-lipofectamine 2000- Opti-MEM a été ajouté aux cellules 293T. La transfection a été effectuée pendant 4 heures à 37 °C. À la fin de la transfection, le milieu de transfection a été remplacé par du milieu de culture frais (DMEM 10% FBS). Les cellules ont été incubées à 37 °C pendant 48 heures afin de permettre la formation des particules virales. Le milieu de culture contenant les lentivirus a été filtré (0,45 µM), aliquoté (700 µL) et congelé à -80 °C jusqu’à l’utilisation.  
 
3.1 Infections lentivirales  Les cellules à infecter ont été passées dans des plaques 6 puits la veille de l’infection de manière à viser une confluence de 50-70 % le jour de l’infection. Pour les infections réalisées avec les cellules Caco-2/15, ce sont 2,5 X 105 cellules qui ont été ensemencées alors que pour les HT-29, 3,5 X 105 cellules. Les virus ont été dégelés dans un bain à 37 °C et 1,4 µL de Polybrène (Hexadimethrine bromide) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été ajouté à ceux-ci (4 μg/μl). Le contenant des virus a été dilué de moitié par l’ajout de 700 µL de milieu de culture. Le milieu de culture des cellules a été 
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aspiré et 700 µL du milieu contenant les virus a été ajouté aux cellules (par puit de plaque 6 puits). Les cellules ont été incubées avec les virus pendant une heure à 37 °C. À la fin de l’incubation, 1,3 mL du milieu de culture spécifique à chaque lignée cellulaire et contenant du Polybrène (4 µg/µL) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été ajouté à chacun des puits. Les cellules ont été infectées pendant 48 heures à 37 °C avant d’entamer un processus de sélection à l’aide d’un antibiotique spécifique à chaque vecteur. Les cellules infectées avec les constructions de shARN provenant de chez Sigma ont été sélectionnées avec la puromycine sur une période de 7 jours (Sigma Aldrich; Oakville, Canada) à une concentration finale de 2,5 μg/mL (sauf indication contraire). Les phénotypes ont été observés à 3 et à 7 jours. Un contrôle d’infection utilisant un virus contenant le vecteur pLKO.1-puro-CMV-TurboGFP a été utilisé dans chacune des infections afin de s’assurer de l’intégrité des particules lentivirales et de l’efficacité d’infection de chacune des lignées cellulaires utilisées (Tableau 3).    
Tableau 3: Liste des vecteurs (shARN) utilisés et leurs séquences 
Vecteurs Séquence de l’insert # référence (Sigma Aldrich) 
pLKO.1-puro-
shNCOR1_654 CCGGGCCTTAAATATCCCAAACAAACTCGAGTTTGTTTGGGATATTTAAGGCTTTTTG TRCN0000060654 
pLKO.1-puro-
shNCOR1_655 CCGGCGCAGTATTGTCCAAATTATTCTCGAGAATAATTTGGACAATACTGCGTTTTTG TRCN0000060655 
pLKO.1-puro-
shNCOR1_656 CCGGGCCATCAAACACAATGTCAAACTCGAGTTTGACATTGTGTTTGATGGCTTTTTG TRCN0000060656 
pLKO.1-puro-
shNCOR1_657 CCGGGCTCTCAAAGTTCAGACTCTTCTCGAGAAGAGTCTGAACTTTGAGAGCTTTTTG TRCN0000060657 
pLKO.1-puro-shCHD8_8 CCGGTAGACATCCTAGAGGATTATTCTCGAGAATAATCCTCTAGGATGTCTATTTTTG TRCN0000360108 
pLKO.1-puro-shSOX2_314 CCGGTGGACAGTTACGCGCACATGACTCGAGTCATGTGCGCGTAACTGTCCATTTTTG TRCN0000257314 
pLKO.1-puro-shSOX2_637 CCGGTCCCATCACCCACAGCAAATGCTCGAGCATTTGCTGTGGGTGATGGGATTTTTG TRCN0000355637 
pLKO.1-puro-shSOX2_642 CCGGCAGCTCGCAGACCTACATGAACTCGAGTTCATGTAGGTCTGCGAGCTGTTTTTG TRCN0000231642 
pLKO.1-puro-shSOX2_694 CCGGCGCTCATGAAGAAGGATAAGTCTCGAGACTTATCCTTCTTCATGAGCGTTTTTG TRCN0000355694 
pLKO.1-puro-shSOX2_772 CCGGCAGCTCGCAGACCTACATGAACTCGAGTTCATGTAGGTCTGCGAGCTGTTTTT TRCN0000010772 
pLKO.1-puro-shNonTarget CCGGCAACAAGATGAAGAGCACCAACTCGAGTTGGTGCTCTTCATCTTGTTGTTTTT SHC002 
pLKO.1-puro-CMV-TurboGFP  SHC003 
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4. Préparation des lysats protéiques 
4.1 Lysats totaux  
4.1.1 Extraction à partir de cellules en culture Le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Le tampon de lyse RIPA 1X (Radio-Immunoprecipitation Assay) (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, et 0,5% sodium deoxycholate), auquel des inhibiteurs de protéases ont été ajoutés juste avant l’utilisation soit; 1 % de cocktail d’inhibiteur de protéases (PIC; Proteases 
inhibitor cocktail) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 0,2 mM Na3PO4 (Sodium 
orthovanadate) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 50 mM de NaF (Sodium fluoride) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été ajouté directement dans le Pétri et les cellules ont été récoltées à l’aide d’un grattoir. Les cellules ont été récoltées dans des microtubes et homogénéisées par plusieurs pipetages consécutifs. Les cellules ont été lysées à 4 °C avec agitation pour une période de 30 minutes. Les lysats ont été soniqués avec le Sonic Dismembrator Model 120 (Fisher Scientific, Ottawa, Canada) afin de réduire la viscosité. Les échantillons ont été soniqués sur glace 1-2 fois 10 secondes à une intensité variant de 20 à 30%. Les échantillons ont été centrifugés 15 minutes à 13 500 rpm à 4 °C et les surnageants ont été récoltés puis congelés à -80 °C. Les protéines extraites ont été dosées à l’aide de la technique de BCA (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et l’absorbance a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 562 nm. 
 
4.1.2 Extraction protéique à partir de tissus animaux  Au moment du sacrifice, les tissus ont été récoltés et lavés dans le PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Environ 1 cm de tissu (duodénum, jéjunum, iléon ou côlon) a été déposé dans 1 mL de tampon RIPA 1X (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, et 0,5% sodium deoxycholate) auquel des inhibiteurs de 
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protéases ont été ajoutés; 2 % de (PIC) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 0,4 mM Na3PO4 (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et 50 mM de NaF (Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Les tissus ont été homogénéisés à l’aide de billes de Stainless steel de 5 mm et de l’appareil TissueLyser LT (50 Hz) pendant 5 minutes (QIagen, Toronto, Canada). Les échantillons ont par la suite été incubés 30 minutes à 4 °C pour permettre la lyse complète des cellules. Les échantillons ont été centrifugés pour 15 minutes à 13 500 rpm à 4 °C et les surnageants ont été récoltés et congelés dans de l’azote liquide avant d’être entreposés à -80 °C. Les protéines extraites ont été dosées à l’aide de la technique de BCA (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et l’absorbance a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 562 nm. 
 
4.2 Fractionnements subcellulaires  Le fractionnement subcellulaire complet des cellules a été effectué à l’aide de la trousse « ProteoExtract Subcellular Proteome Extraction Kit » (Millipore (Canada) Ltd, Etobicoke, Canada), selon les recommandations du fournisseur. L’utilisation de cette technique a permis d’obtenir quatre fractions cellulaires distinctes. Le cytosol (Fraction I), les membranes et les organelles (Fraction II), le noyau (Fraction III) et le cytosquelette (Fraction IV). Les protéines des différentes fractions ont été dosées à l’aide de la technique BCA (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et l’absorbance a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 562 nm.   
4.3 Enrichissement de protéines nucléaires pour spectrométrie de masse Le protocole utilisé pour réaliser les fractionnements cellulaires en vue de faire de la spectrométrie de masse sur des enrichissements nucléaires provient du laboratoire du Dr. Lamond (Protocoles supplémentaires 3.2, Annexes) (Lamond Lab, University of Dundee, Dundee, Écosse). Ce protocole a été utilisé pour réaliser les expériences avec les cellules cultivées en SILAC et a également été utilisé pour réaliser les co-immunoprécipitations qui ont permis de valider les résultats de spectrométrie de masse. Les quantités mentionnées ici sont représentatives des volumes utilisés pour 
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un Pétri de 150 mm à 90% de confluence. Pour la plupart des expériences, un minimum de 5 Pétris de 150 mm par condition ont été utilisés.  
Brièvement, le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont été lavées une fois avec du D-PBS 1X stérile (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 8 mM de Na2HPO4 et 1,5 mM de KH2PO4, pH 7,4) (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules ont été trypsinisées et centrifugées à 1000 rpm pour 4 minutes. Le culot a été lavé au D-PBS 1X et les cellules ont été centrifugées à 1000 rpm pour 4 minutes une seconde fois. Le D-PBS 1X a été aspiré délicatement et le culot de cellule a été resuspendu dans 1 mL/Pétri de Buffer A (10 mM HEPES pH 7,9, 1,5 mM MgCl2, 10 mM KCl, 0,5 mM DTT, 1% inhibiteurs de protéases (PIC) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada)). Les cellules ont été incubées sur glace pendant 20 minutes afin de permettre le gonflement des cellules. Les cellules ont par la suite été brisées à l’aide d’un homogénéisateur de type « Dounce » et de son « Tight pestle ». Les cellules ont reçu 60 coups de « Dounce ». Suite à la lyse des cellules, 10 µL ont été sur une lame de microscope et recouvert d’une lamelle. Les cellules ont été observées au microscope afin de vérifier que la lyse des membranes plasmiques était complète. Lorsque la lyse ne semblait pas complète, les cellules ont reçu 20 coups de « Dounce » supplémentaires. Les cellules lysées ont été centrifugées à 1000 rpm pendant 5 minutes à 4 °C. Le surnageant a été conservé en tant que la fraction cytoplasmique. À celle-ci, on a ajouté du RIPA 5X (250 mM Tris pH7,5, 750 mM NaCl, 5% NP-40 et 2,5 % sodium deoxycholate, + 5% PIC) afin d’obtenir une concentration finale de 1X. Ce volume a été centrifugé à 3500 rpm pour 10 minutes à 4 
°C. Le surnageant a été conservé et entreposé à -80 °C. 
Pour préparer les extraits nucléaires, le culot a été resuspendu dans 600 µL de solution S1 (0,25 M sucrose, 10 mM MgCl2, 1% PIC). Il est à noter ici que ce volume représente la quantité requise pour un Pétri de 150 mm à une confluence de 90%. Ce volume a été déposé goutte à goutte sur 600 µL de solution S3 (0,88 M sucrose, 0,5 mM MgCl2, 1% PIC) et centrifugé par la suite à 3500 rpm pour 15 minutes à 4 °C (10 minutes dans le protocole d’origine). Le culot de noyaux a été resuspendu dans 1 mL de RIPA 1X (50 mM Tris pH7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 et 0,5 % sodium 
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deoxycholate, + 1% PIC). Les échantillons ont été soniqués avec le Sonic Dismembrator Model 120 (Fisher Scientific, Ottawa, Canada) sur glace (5 X 10 secondes avec 30 secondes de pause entre chaque sonication à une intensité de 20-30%). Les lysats nucléaires ont été centrifugés à 13 500 rpm pendant 10 minutes à 4 
°C. Le surnageant a été conservé et entreposé à -80 °C. Les protéines des fractions cytoplasmiques et nucléaires ont été dosées à l’aide de la technique BCA (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et l’absorbance a été mesurée avec un spectrophotomètre à une densité optique de 562 nm.  
5. Immunobuvardages Des gels SDS-PAGE NuPAGE (Life Technologies inc., Burlington, Canada) ont été utilisés pour la migration de divers échantillons protéiques. Pour la détection des protéines NCOR1 et CHD8, des gels 3-8 % ont été utilisés avec un tampon de migration TA 1X (50 mM Tricine, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 8,24). Des gels 4-12% ont été utilisés pour visualiser des protéines de plus petit poids moléculaires. Les gels 4-12% ont été utilisés dans un tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,7). Les gels NuPAGE ont été équilibrés à la température de la pièce, rincés à l’eau et les puits ont été lavés deux fois avec le tampon de migration. Les échantillons protéiques ont été préparés dans un volume total de 13 µL. Un mélange contenant 5 µl de NuPAGE LDS (lithium dodecyl sulfate) 
sample buffer 4X (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et 2 µl de NuPAGE 
reducing agent (Life Technologies inc., Burlington, Canada) a été ajouté à chaque échantillon protéique. Les échantillons ont été chauffés à 70 °C pendant 10 minutes. Les échantillons ont été déposés sur gel de même que 5 µL du standard protéique 
Novex® Sharp Pre-Stained protein standard (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et la migration a été effectuée dans le tampon TA à 150 volts pendant 60 minutes ou dans le tampon MOPS 1X à 200 volts pendant 70 minutes contenant tout deux de l’antioxydant (Life Technologies inc., Burlington, Canada). Suite à la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane de PVDF (Roche Diagnostic, Laval, Canada) à 30 volts pendant 60 minutes pour les protéines migrées 
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sur les gels 4-12% et pendant 120 minutes pour NCOR1 et CHD8 (gels 3-8%). Le transfert a été effectué dans du tampon de transfert (25 mM Bicine, 25 mM bis tris, 1 mM EDTA, pH 7,2) (Life Technologies inc., Burlington, Canada)  contenant de l’antioxydant (Life Technologies inc., Burlington, Canada). La membrane a été bloquée pendant au moins 30 minutes à la température de la pièce dans le tampon de blocage (10 % lait écrémé en poudre, PBS 1X, 0,1 % Tween20). L’anticorps primaire a été dilué dans la solution de blocage (Tableau 4) et la membrane a été incubée dans celui-ci toute la nuit sur une plaque agitatrice à 4 °C. La membrane a été lavée au moins deux fois 30 minutes dans la solution de lavage (PBX 1X, 0,1 % Tween 20) à la température de la pièce avec une agitation constante. L’anticorps secondaire a été dilué dans la solution de blocage et la membrane a été incubée dans cette solution à la température de la pièce pendant 60 minutes. La membrane a été lavée au moins deux fois 30 minutes dans la solution de lavage (PBX 1X, 0,1 % Tween 20) à la température de la pièce avec une agitation constante. Les antigènes de la membrane ont été révélés grâce à la trousse de détection ECL prime (GE healthcare Life Sciences, Mississauga, Canada). Règle générale, les membranes ont été brièvement épongées et incubées dans la solution de révélation pour une période de 5 minutes. La membrane a été exposée sur un film autoradiographique (GE healthcare Life Sciences, Mississauga, Canada) et le film a été développé dans une chambre noire.   
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Tableau 4: Liste des anticorps primaires, dilutions et conditions utilisées pour les immunobuvardages 
Protéine Compagnie Ac primaire Poids (kDa) Ac secondaire 
NCOR1 Abcam #Ab3482 1 µg/mL (1 :700), lait écrémé 10% o/n à 4 °C 270 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :5000, lait écrémé 10%,  60’ à TP 
PARP Cell signaling #9542 1 :2000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 89, 116 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
Phospho γH2AX (Ser139) Cell signaling #9718 1 :1000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 15 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
CHD8 Abcam #Ab114126 1 µg/mL (1 :1000), lait écrémé 10% o/n à 4 °C 291 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
SOX2 Cell signaling #3579 1 :1000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 35 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
S6 Ribosomal protein (total) Cell signaling #2217 1 :2000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 32 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
Phospho S6 RP (ser235/236) Cell signaling #4858 1 :2000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 32 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
LC3B II Cell signaling #12741 1 :1000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 14/16 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
β-Tubuline Santa Cruz Biotechnology #SC-9104 1 :1000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 55 Anti-rabbit-HRP (Cell signaling #7074) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
β-actine Millipore #Mab1501R 1 :20000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 43 Anti-mouse-HRP (Cell signaling #7076) 1 :10000, lait écrémé 10%, 60’ à TP 
LaminB Santa Cruz Biotechnology #SC-6217 1 :1000, lait écrémé 10% o/n à 4 °C 67 Anti-goat-HRP (Santa Cruz Biotechnology #SC-2056) 1 :3000, lait écrémé 10%, 60’ à TP  
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6. Préparation des extraits d’ARN totaux 
 
6.1 Extraction des ARNs totaux de cellules en culture  Le milieu de culture a été aspiré et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Tout dépendant de la confluence, les cellules ont été recouvertes de 0,5-1 mL de solution de dénaturation (Ambion, Austin, États-Unis). Les cellules ont été grattées à l’aide d’un grattoir et récoltées dans des tubes 2 mL. Les échantillons ont été conservés et entreposés à -80 °C jusqu’à l’extraction. L’extraction des ARNs totaux des cellules a été réalisée avec la trousse commerciale RNeasy® (QIagen, Toronto, Canada) selon le protocole du détaillant. Brièvement, l’échantillon en entier a été homogénéisé à 5 répétitions à l’aide d’une aiguille 23G1 et d’une seringue de 1 mL. En règle générale, un volume de départ de 350 µL d’échantillon a été utilisé pour l’extraction. La portion restante a été conservée à -80 °C. Un volume de départ (350 µL) d’éthanol 70 % a été ajouté à l’échantillon. L’échantillon a été homogénéisé par pipetage et le volume de 700 µL a été déposé sur la colonne fournie dans la trousse. La colonne a été centrifugée à 8000 X g pendant 15 secondes. Le tube collecteur de la colonne a été vidé et 700 µL de solution RW1 ont été ajoutés. La colonne a été centrifugée à 8000 X g pendant 15 secondes. Le tube collecteur de la colonne a été vidé et 500 µL de solution RPE ont été ajoutées afin de laver l’ARN. La colonne a été centrifugée à 8000 X g pendant 15 secondes. Le tube collecteur de la colonne a été vidé et 500 µL de solution RPE ont été ajoutés. La colonne a été centrifugée à 8000 X g pendant 2 minutes. Le tube collecteur a été changé et la colonne a été centrifugée à vitesse maximale pour 1 minute. Un volume de 40 µL d’eau DEPC a été déposé sur le filtre de la colonne. Après une incubation de 1 minute à température de la pièce, la colonne a été centrifugée 8000 X g pendant 1 minute afin d’éluer l’ARN. Le volume de 40 µL contenant les ARNs a été déposé à nouveau sur la colonne et celle-ci a été centrifugée 
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à 8000 X g pendant 1 minute afin de maximiser le rendement de l’extraction. Les échantillons d’ARN ont été conservés à -80 °C.  
6.2 Extraction des ARNs totaux à partir de tissus d’animaux  L’extraction des ARNs totaux des tissus d’animaux a été réalisée avec la trousse commerciale ToTALLY RNA (Ambion, Austin, États-Unis) selon le protocole fourni. Lors du sacrifice des animaux, les tissus ont été lavés au PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Environ 1 cm de tissu (duodénum, jéjunum, iléon ou côlon) a été déposé dans 1 mL de solution de dénaturation (Ambion, Austin, États-Unis). Par la suite, les tissus ont été homogénéisés à l’aide de billes de Stainless steel de 5 mm et de l’appareil TissueLyser 
LT (50 Hz) pendant 5 minutes (QIagen, Toronto, Canada). De manière générale, l’extraction a été effectuée avec 500 µL de l’échantillon.  Le lysat a été déposé dans un microtube de 2 mL et un « volume de départ » de Phenol: Chloroforme: IAA (Ambion, Austin, États-Unis) a été ajouté au lysat. Les échantillons ont été vortexés pour une minute et placé sur glace pour une période de 5 minutes. Les échantillons ont été déposés sur une colonne « Phase lock gel heavy » de la compagnie 5 prime (Fisher Scientific company, Ottawa, Canada) préalablement centrifugées à 12 000 X g pour 20 secondes. Les tubes ont été centrifugés à  12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. La phase supérieure aqueuse a été transférée dans un nouveau tube 2 mL. Le volume ainsi obtenu a été mesuré et 1/10 du volume d’acétate de sodium 3 M, pH 4.5 a été ajouté. Les échantillons ont été vortexés pour une minute puis placés sur glace pour 5 minutes. Les échantillons ont été déposés sur la même colonne « Phase lock gel heavy » et centrifugés à 12 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. La phase aqueuse a été transférée dans un nouveau tube et un volume d’isopropanol froid a été ajouté. Les échantillons ont été mélangés par une dizaine d’inversions. Les microtubes contenant les échantillons ont été placés à -20 °C pour un minimum de 60 minutes puis centrifugés à 12 000 x g à 4 °C pour 15 minutes. Le surnageant a été 
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aspiré en faisant bien attention au culot d’ARN. Le culot a été séché à 37 °C pendant quelques minutes. Les ARNs ont été resuspendus dans 100 µL d’eau DEPC (Diethyl 
pyrocarbonate) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) et ils ont été laissés à la température de la pièce pour 10 minutes. Les microtubes ont été chauffés à 70 °C pour 3 minutes afin de dissoudre complètement le culot d’ARNs. Les échantillons ont par la suite été vortexés à vitesse moyenne afin d’aider la dissolution complète. Un demi-volume de LiCl a été ajouté aux échantillons et ceux-ci ont été mélangés par une dizaine d’inversions et incubés à -20 °C pour un minimum de 60 minutes. Les tubes ont été centrifugés à 12 000 x g à 4 °C pour 15 minutes. Le surnageant a été aspiré et le culot d’ARNs a été lavé (vortexé à vitesse moyenne) avec 300 µl d’éthanol 70 % et centrifugé à 3 000 x g à 4 °C pour 5 minutes. L’éthanol a été éliminé complètement et les culots ont été laissés séchés à l’air libre pendant quelques minutes. Les ARNs ont été resuspendus dans 40 µl d’eau DEPC. Afin de maximiser la solubilisation des ARNs, les échantillons ont été laissés à la température de la pièce pour 10 minutes. Les microtubes ont été chauffés à 70 °C pour 3 minutes afin de dissoudre complètement le culot d’ARNs. Les échantillons ont par la suite été vortexés à vitesse moyenne et les culots ont été resuspendus par pipetages consécutifs. Les échantillons d’ARN ont été conservés à -80 °C. 
 
6.3 Traitement à la DNase  Les ARNs ont subi un traitement à la DNase (1 unité de l’enzyme/microtube) (Roche, Laval, Québec) dans du tampon DNAse 1X (100 mM Tris pH 7,5, 25 mM MgCl2, 5 mM CaCl2) (Roche, Laval, Québec) à 37 °C pendant 60 minutes. La DNase a été inhibée par l’ajout de l’EDTA à 5 mM et chauffage à 75 °C pour 10 minutes. Les ARNs ont été dosés à l’aide du NanoDrop  (Thermo Scientific, Wilmington, États-Unis) et conservés à -80 °C jusqu’à utilisation.  
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6.4 Réaction de transcription inverse   De l’ADNc a été produit à partir des ARNs extraits à partir de cellules en culture en utilisant l’enzyme transcriptase inverse (RT) (Roche, Laval, Canada). Pour ce faire, 2 
µg d’ARNs ont été dilués dans un volume final de 10 µL avec de l’eau DEPC. Les ARNs ont été chauffés à 75 °C pendant 5 minutes afin de dénaturer les structures secondaires. Suite au chauffage, les échantillons ont rapidement été placés sur glace pour 5 minutes. À chacun des échantillons, nous avons ajouté les réactifs nécessaires à la réaction de transcription inverse (Tableau 5). La réaction a été effectuée dans un bain à 42 °C pendant 60 minutes. L’enzyme a été inactivée par un chauffage à 95 °C pendant 5 minutes. Les ADNc obtenus ont été conservés à -20 °C jusqu’à l’utilisation. Dans le but de procéder à l’analyse des échantillons par q-PCR, les ADNc complémentaires ont été dilués 20 X. Pour ce faire, nous avons ajouté 380 µL d’eau DEPC aux 20 µL de la réaction de transcription inverse.  
Tableau 5: Réactifs utilisés pour la réaction de transcriptase inverse Réactifs Volumes (µL) 
Tampon AMV-RT 5X (Roche, Laval, Canada) 4,0 
dNTPs (25mM) (Amersham Biosciences, Laval, Canada) 0,8 
Oligos dT (0,5 µg/µL) (Amersham Biosciences, Laval, Canada) 2,4 
Inhibiteur de RNAses (40 U/µL ) (Roche, Laval, Canada) 1,0 
Enzyme AMV-RT (20 U/µL) (Roche, Laval, Canada) 1,5  
 
6.5 Analyse par réaction de polymérase en chaîne (PCR) 
 
6.5.1 PCR semi-quantitatif  Les réactions de PCR ont été effectuées dans le S1000™ Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories (Canada) Ltd., Mississauga, Canada) dans un volume total de 25 µL. Les oligonucléotides utilisés pour les amplifications ont été commandés chez Integrated 
DNA technologies (IDT, Toronto, Canada). La composition du mélange réactionnel pour l’amplification par PCR est représentée dans le tableau 2. Les séquences des 
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amorces utilisées lors de ces travaux sont disponibles dans le tableau 8. Les protocoles utilisés pour les amplifications sont différents pour chacune des paires d’amorces utilisées. Les protocoles sont mentionnés dans les sections spécifiques. 
 
6.5.2 PCR quantitatif en temps réel  Les réactions de PCR quantitatif en temps réel ont été réalisées avec l’appareil Light Cycler 96 (Roche, Laval, Canada) et la trousse « Fast Start SYBR Green Master » (Roche, Laval, Canada). Les oligonucléotides utilisés pour les amplifications ont été commandés chez Integrated DNA technologies (IDT, Coralville, États-Unis) (Tableau 8). Les réactions ont été effectuées selon les recommandations du détaillant (Tableau 6). Un programme d’amplification unique a été utilisé pour cette technique d’amplification des transcrits (Tableau 7).   
                                       Tableau 6: Réactifs utilisés pour la réaction de PCR quantitatif 
Réactifs Volumes (µL) 
Fast Start SYBR Green Master (Roche, Laval, Canada) 10 
Amorce Sens (10 µM) (IDT, Toronto, Canada) 1,0 
Amorce Anti-sens (10 µM) (IDT, Toronto, Canada) 1,0 
ADN complémentaire 2,0 
H2O stérile  6,0   
                            Tableau 7: Protocole d'amplification des transcrits par PCR en temps réel 
Nombre de cycles Étapes Température (°C) Durée 
1 Préincubation 95 00 : 10 :00 
45 
Dénaturation 95 00 :00 :10 Hybridation 60 00 :00 :10 Élongation 72 00 :00 :20 
1 Courbe de fusion 95 00 :00 :10 65 00 :00 :60 97 00 :00 :01 
1 Refroidissement 37 00 :00 :30 
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Tableau 8: Liste des amorces utilisées pour l'amplification des transcrits par PCR 
Nom des amorces 
(Gène amplifié) 
Amorce sens 
(5’- 3’) 
Amorce anti-sens 
(5’- 3’) 
Taille du produit  
(pb) 
SOURIS 
12.4KbVilCre GCGGCATGGTGCAAGTTGAAT CGTTCACCGGCATCAACGTTT 232 
Ncor1∆IDΔCEI TTTAGCCTCGACTAGCCCCCA TCTTGTGGATAAATCCCGGGG 445 allèle LoxP  359 allèle type sauvage 
Ncor1∆Exon11ΔCEI TTGGCCTTGGAGTAAATGCTGTGAG GGAAACTACCTACCTGAATCCATGG 346 allèle LoxP  207 allèle type sauvage 
Ncor1∆ID exon 1 et 2 TCAGCACAGAGCAAAGTCGT TGAAAGCAAGGAAGGTCGTC 165 
Ncor1∆ID exon 37 et 38 GCCTATCAGCCAGACATGGT GTGATCAGTCGATGGGTCCT 165  
Retnlb CCCACTGATAGTCCCAGGGA TCTGCCAGAAGACGTGACAC 127 
Ang4 ACCACTTGTACGCACTCAGG GATCATGGCTGTGAGGGGAG 198 
Itlnb TCCAGAGGGAAGACCACCAT ATTGCCCCATCTGTTGGTGT 111 
Itln1 TACCAGAGGTTGCAGTGCAG CTTGTGCCTTTGTGTGCTCC 119 
B2M  ACCCTGGTCTTTCTGGTGCT ATGTTCGGCTTCCCATTCTC 110 
HUMAIN 
NCOR1 GCTAAAATGGTGGGAACGAA CAGAAACAGTGGAAGCGACA 171 
CXCL8 AGGACAAGAGCCAGGAAGAA GGGTGGAAAGGTTTGGAGTA 191 
CHD8 AAGGTACTGTTGCGGGTACG TCCAATGAGCAGCGACTTGT 183 
CDKN1A (p21) AGCTGAGGTGTGAGCAGC TCCTCTGAGTGCCTCGGT 87 
SOX2 AACCAGCGCATGGACAGTTA CCGTTCATGTAGGTCTGCGA 196 
MTOR GCAGCATTTTGTCCAGACCA GTGCTCTCATTGATGCCCTG 152 
RPTOR TTGAGAGGTGAAGGAGCCAG GGTGTGTCTCTGGCCAAATG 178 
DEPTOR CCGGGGCATTATTCACCATG CAGGAGTGTGTTTTCAGGGC 171 
RICTOR CAACGATCTTCCTCAGTGCG GCACCTCGATCATCATGTGG 163 
PBGD AGAAACCCTGCCAGAGAAGAG GATCCAAGATGTCCTGGTCCT 300 
TBP GGGGAGCTGTGATGTGAAGT GGAGAACAATTCTGGGTTTGA 132 
B2M TCGCGCTACTCTCTCTTTCTG TCAATGTCGGATGGATGAAA 139  
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7. Cinétiques inflammatoires Les cinétiques inflammatoires à l’IL-1β et au LPS ont été réalisées sur des cellules Caco-2/15 et HT-29. Les cellules ont été ensemencées dans des Pétris de 100 mm (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis). Une fois adhérées, les cellules ont été lavées deux fois au D-PBS 1X stérile (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 8 mM de Na2HPO4 et 1,5 mM de KH2PO4, pH 7,4) (Wisent, St-Bruno, Canada). Un volume de 8 mL de milieu de culture sans sérum, mais contenant 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent inc., St-Bruno, Canada) et 100 µg/ml de pénicilline/streptomycine (Wisent inc., St-Bruno, Canada) a été ajouté aux cellules. Les cellules ont été incubées pour la nuit à 37 °C dans un environnement contenant 5% de CO2. L’IL-1β et le LPS ont été dilués dans du milieu de culture sans sérum. Les cellules ont été stimulées avec de l’IL-1β (10 ng/mL) (Bioshop Canada #A074, Burlington, Canada) ou au LPS O111:B4 (10 µg/mL pour les HcoEPIC, 100 µg/mL pour les Caco-2/15 et 1 µg/mL pour les HT-29) (Sigma Aldrich #L2630, Oakville, Canada) pendant 0, 30 minutes, 1, 2, 4, 8 et 24 heures. Les cinétiques ont été effectuées en commençant avec le plus long temps d’incubation et les stimulations ont toutes été arrêtées en même temps. Les cellules ont été utilisées pour des extractions protéiques totales (voir section 4.1.1) ou pour des fractionnements subcellulaires (voir section 4.2).  
 
8. Courbe de croissance par décomptes cellulaires Les décomptes de cellules ont été effectués 7 jours après le début de la sélection à la puromycine suite au protocole d’infection lentivirale. Les cellules ont été comptées à l’aide de l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) selon les recommandations du détaillant. Les cellules ont été ensemencées dans des plaques 6 puits (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à raison de 2,0 X 105  et 1,5 X 105 cellules par puits pour les Caco-2/15 et  pour les cellules HT-29, respectivement. Les courbes de prolifération ont été effectuées sur une période de 5-7 jours afin de permettre aux 
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cellules d’atteindre un plateau de croissance. Lors des décomptes cellulaires, le milieu de culture a été aspiré et les cellules lavées avec de la trypsine ou du PBS 1X une fois. Les cellules ont par la suite été trypsinisées dans un volume minimal de trypsine (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et comptées directement dans la trypsine avec l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada). La viabilité cellulaire a été évaluée à l’aide de bleu de trypan. Les décomptes ont été effectués en triplicatas pour chacune des conditions expérimentales et l’expérience a été répétée au moins trois fois.  
 
9. Agars mous Les agars mous ont été effectués dans du milieu DMEM 2X (Wisent, St-Bruno, Canada) sans rouge de phénol supplémenté avec du sodium bicarbonate (NaHCO3) à une concentration finale de 3700 mg/L, 2 mM de sodium pyruvate (Wisent, St-Bruno, Canada), 20 % de FBS (Wisent, St-Bruno, Canada), 4 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,02 M d’HEPES (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et 200 U/mL de pénicilline et 200 µg/ml streptomycine (Life Technologies inc., Burlington, Canada). Le pH a été ajusté à 7,2 et le milieu de culture a été filtré sur un « Stericup » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) avant d’être utilisé. L’agarose de type VII (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) a été préparée dans de l’eau à une concentration de 2X, soit 1,4 %, et elle a été autoclavée. L’agarose 1,4 % a été diluée avec le milieu DMEM 2X dans un ratio 1 : 1 afin d’obtenir de l’agarose 0,7 % dans du milieu DMEM 1X. Afin de former une couche de fond, 1 mL d’agarose 0,7 % a été déposé dans chacun des puits d’une plaque 6 puits (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) et laissé à la température de la pièce pour 15 minutes pour permettre à l’agarose de figer. Pendant ce temps, les cellules ont été comptées grâce à l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) selon les recommandations du détaillant. Pour chaque condition, 35 000 cellules HT-29 ont été ensemencées dans 7 ml d’agarose 0,7 %, DMEM 1X et 2 ml ont été déposés dans 3 puits d’une plaque 6 puits afin d’avoir 3 réplicas pour chacune des conditions 
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expérimentales. De cette façon, 10 000 cellules HT-29 étaient ensemencées dans chacun des puits. Du milieu DMEM 1X (DMEM 2X dilué dans de l’eau stérile) a été ajouté aux puits quelques heures après l’ensemencement puis à tous les deux jours, à raison de 1 mL chaque fois. Les cellules ont été incubées de 1-3 semaines à 37 °C dépendamment du type cellulaire. Une fois les colonies bien visibles, elles ont été colorées au MTT 1X (0,5 mg/mL) (Millipore (Canada) Ltd, Etobicoke, Canada) dilué dans du milieu DMEM 1X pour 3 heures à 37 °C. Les agars mous ont été photographiés et les photos ont été analysées grâce au logiciel ImageJ 1.50b (National Institute of Health, Bethesda, États-Unis). Les essais ont été répétés au moins 3 fois avec chaque lignée cellulaire. Il est à noter que des essais ont également été réalisés avec les cellules Caco-2/15, mais ces cellules ne forment pas de colonies lorsque cultivées en indépendance d’ancrage. 
 
10. Essais de formation de clones Les essais de formation de clones ont été effectués selon le protocole décrit par Franken et ses collaborateurs (Franken et al., 2006). Brièvement, les cellules ont été comptées grâce à l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et 10 000 cellules vivantes ont été ensemencées dans 10 mL de milieu de culture cellulaire afin d’obtenir une densité cellulaire équivalente à 1000 cellules/mL. Les cellules ont par la suite été ensemencées dans des plaques 6 puits (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) (3 puits par condition expérimentale) à raison de 1000 cellules par puit (1 mL de la suspension cellulaire). Les cellules ont été laissées en culture pour une période maximale de trois semaines et le milieu de culture a été changé tous les 2-3 jours pendant toute la durée de l’expérience. À la fin de l’expérience, les cellules ont été colorées à l’aide d’une solution à base de crystal violet (6,0% (volume/volume) glutaraldehyde, 0,5% crystal violet (poids par volume) dilué dans l’eau). Le milieu de culture des cellules a été aspiré et les cellules ont été lavées deux fois au PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4). La solution de coloration a été ajoutée (2 mL/puit) et les cellules ont été 
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colorées pour 30 minutes à température de la pièce. La solution de coloration a été aspirée et récupérée de manière appropriée. Les cellules ont été lavées deux fois avec de l’eau, les plaques ont été séchées et les colonies ont été photographiées. Cette expérience a été répétée un minimum de trois fois.   
11. Essais d’adhésion Les essais d’adhésion ont été effectués dans des plaques 6 puits (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis). Les cellules ont été comptées grâce à l’appareil « Countess 
cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada). 1 X 106 cellules ont été ensemencées par puit (3 puits par condition expérimentale) et le milieu complété à 2 mL avec du milieu de culture complet. Les cellules ont été incubées à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2 pour une période de 16 heures. Par la suite, les cellules en suspension ainsi que les cellules adhérées ont été comptées. Pour se faire, les cellules en suspension ont été récupérées dans un tube conique de 15 mL et ont été centrifugées à 1000 rpm pendant 5 minutes à la température de la pièce. Le culot a été resuspendu dans un volume précis de milieu de culture et les cellules ont été comptées grâce à l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada). Les cellules adhérées ont été lavées une fois avec un petit volume de trypsine puis ont été trypsinisées et comptées directement dans la trypsine.  Dans le but de réaliser des immunobuvardages, les cellules ont été récoltées suite au décompte cellulaire. Elles ont été centrifugées à 1000 rpm pendant 5 minutes à la température de la pièce et lavées au PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4). Le culot a été lavé au PBS 1X une seconde fois et les cellules ont été centrifugées une seconde fois. Le culot de cellules a été resuspendu dans du tampon de lyse RIPA 1X (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, et 0,5% sodium deoxycholate). À ce tampon, des inhibiteurs de protéases avaient préalablement été ajoutés, soit 1 % de PIC (Sigma Aldrich, Oakville, Canada), 0,2 mM Na3PO4 (Sigma Aldrich, Oakville, 
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Canada) et 50 mM de NaF (Sigma Aldrich, Oakville, Canada). Voir les sections 4.1.1 et 5 pour les protocoles d’extraction et d’immunobuvardage.   Nous avons ensemencé des cellules dans des puits de plaque 6 puits recouverts de polyHEMA, poly(2-hydroxyerhyl methacrylate, (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) afin d’obtenir un contrôle positif de mort par anoïkose. Brièvement, une solution 10X de polyHEMA a été préparée en diluant 1 g de polyHEMA dans 10 mL d’éthanol 95%. Pour permettre la dissolution complète, cette solution a été incubée avec agitation dans un four à 57 °C pendant une nuit. La solution 10X a été diluée à 1X avec de l’éthanol 95%. Un volume de 700 µL a été déposé dans chacun des puits (plaque 6 puits) et les plaques ont été séchées sous l’enceinte de sécurité biologique jusqu’à l’évaporation complète du volume. Cette étape a été répétée une seconde fois selon le même principe. Les puits ont été lavés avec du D-PBS 1X stérile (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 8 mM de Na2HPO4 et 1,5 mM de KH2PO4, pH 7,4) (Wisent, St-Bruno, Canada). Les cellules ont été ensemencées, incubées et récoltées selon le même protocole décrit plus haut. 
 
12. Détection de l’activité enzymatique de la SAβ-galactosidase L’activité enzymatique de la SAβ-galactosidase a été détectée en se basant sur le protocole de Debacq-Chainiaux et ses collaborateurs (Debacq-Chainiaux et al., 2009). Les essais de sénescence ont été effectués 7 jours après le début de la sélection à la puromycine suite au protocole d’infection lentivirale. Afin d’avoir une confluence cellulaire équivalente entre les cellules témoins et les cellules shNCOR1 ou shCHD8, les cellules ont été passées la veille de l’expérience dans des plaques 6 puits (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis). Le milieu des cellules a été aspiré et celles-ci ont été lavées deux fois au PBS 1X (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4). Les cellules ont été fixées pendant 5 minutes à la température de la pièce à l’aide de la solution de fixation (2 mL/puit) (2% formaldehyde (volume/volume), 0,2 % glutaraldehyde, PBS 1X). La solution de fixation a été aspirée 
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et récupérée de manière appropriée. Les cellules ont par la suite été lavées deux fois au PBS 1X et la solution de coloration (40 mM tampon acide citrique/sodium phosphate, 5 mM K4[Fe(CN)6]3H2O, 5 mM K3[Fe(CN)6], 150 mM NaCl, 2 mM MgCl2, 1 mg/mL X-Gal, H2O, pH 6,0) préparée le jour même a été ajoutée aux cellules à raison de 2 mL/puit. Les cellules ont été colorées dans un incubateur à 37 °C sans CO2. Les temps de coloration optimaux ont été définis comme suit; 3h15 pour les cellules Caco-2/15 et 8h30 pour les cellules HT-29. Suite à cette incubation, la solution de coloration a été aspirée et récupérée de manière appropriée. Les cellules ont été lavées deux fois au PBS 1X puis elles ont été rincées une fois au méthanol afin de fixer la couleur avant de les laisser sécher à l’air. Les cellules ont été photographiées à l’aide de la caméra Leica DC300 sur un microscope DMIL (Leica camera inc., Allendale, États-Unis).   
13. Préparation des milieux conditionnés et ELISA Les milieux conditionnés ont été préparés avec des cellules sélectionnées pendant 7 jours à la puromycine suite au protocole d’infection lentivirale. Les cellules ont été comptées avec l’appareil « Countess cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada). Les cellules Caco-2/15 ont été ensemencées dans des Pétris de 100 mm (BD Falcon, Tewksbury, États-Unis) à raison de 1,5 X 106 pour les shNonTarget et 6,0 X 106 pour les shNCOR1_655. Les cellules témoins ont été ensemencées selon un ratio de dilution 1 :4 par rapport aux cellules shNCOR1_655 afin d’obtenir la même confluence cellulaire au moment de la récolte du milieu conditionné. Il est important de noter ici que les cellules shNCOR1_655 ne prolifèrent pas et n’adhèrent pas bien au Pétri de plastique d’où le nombre élevé de cellules pour l’ensemencement. Pour les cellules HT-29,  3 X 106 de cellules shNonTarget et 9 X 106 de cellules shNCOR1_655 ont été ensemencées. Les cellules ont été incubées pendant une nuit à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le lendemain, le milieu de culture des cellules a été aspiré et les cellules ont été lavées deux fois au D-PBS 1X stérile (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 8 mM de Na2HPO4 et 1,5 mM de KH2PO4, pH 7,4) (Wisent, St-Bruno, 
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Canada). Un volume de 6 mL de milieu de culture sans sérum, mais contenant 2 mM de glutamine (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 0,01 M d’HEPES (Wisent inc., St-Bruno, Canada), 100 U/mL de pénicilline et 100 µg/ml streptomycine (Wisent inc., St-Bruno, Canada) a été ajouté aux cellules. Les cellules ont été incubées pour 48 heures à 37 °C dans un environnement contenant 5 % de CO2. Le milieu « conditionné » a été récolté et filtré à l’aide d’un filtre Millex-GP (0,22 µm) (Millipore (Canada) Ltd, Etobicoke, Canada). Les milieux conditionnés ont été conservés à -80 °C jusqu’au moment de leur utilisation. Afin d’ajuster les volumes en fonction du nombre de cellules présentes dans chaque Pétris, les cellules ont été lavées une fois, trypsinisées puis comptées selon le protocole habituel. Les milieux de culture ont été dilués en fonction de ces décomptes afin de réaliser les essais ELISA.   Un test ELISA de type « Proteome profiler™ Human Cytokines Array kit, Panel A » (R&D Systems, inc., Minneapolis, États-Unis) a été effectué selon le protocole fourni par le détaillant. Les cibles identifiées dans cet essai ont par la suite été validées individuellement avec des ELISAs quantitatifs. Les ELISAs ont été effectués selon les protocoles du détaillant; CXCL1/Groα (DGR00), MIF (DMF00B), CXCL8/IL-8 (D8000C) et sICAM-1/CD54 (DCD540) (R&D Systems, inc., Minneapolis, États-Unis).  
 
14. Immunoprécipitations 
 
14.1. Immunoprécipitation de NCOR1 et analyse de la composition du 
complexe par spectrométrie de masse 
 
14.1.1 Immunoprécipitations à partir des lysats nucléaires de cellules cultivées 
en milieu SILAC  Les immunoprécipitations (IP) ont toutes été réalisées à partir des lysats nucléaires préparés à partir de cellules Caco-2/15 cultivées dans du milieu SILAC (voir la section 4.3 de ce présent chapitre). Des cellules cultivées dans le milieu SILAC « léger » ont été utilisées pour réaliser une IP avec des IgGs de lapin (Abcam Inc. #Ab37415, Toronto, 
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Canada) comme contrôle négatif, des cellules cultivées dans le milieu SILAC « moyen » ont été utilisées pour réaliser l’IP de NCOR1 (Abcam Inc. #Ab3482, Toronto, Canada) avec des cellules non traitées et finalement, des cellules cultivées dans le milieu SILAC « lourd » et induites pour 30 minutes avec de l’IL-1β  (voir la section 7 de ce présent chapitre) ont été utilisées pour réaliser l’IP de NCOR1 (voir la figure 34 pour le schéma explicatif de l’expérience). Suite à la préparation des lysats nucléaires, ceux-ci ont été dosés à l’aide de la technique BCA (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et 2,5 mg de protéines ont été utilisés pour réaliser les IPs. Pour cet essai, 5 IPs par condition (total de 15 IPs) ont été effectuées afin d’avoir assez de matériel pour l’analyse par spectrométrie de masse. Puisque la concentration des 3 échantillons était variable, le volume final fut ajusté à 2 mL (Protéines + RIPA 1X (50 mM Tris pH7,5, 150 mM NaCl, 1% NP-40 et 0,5 % sodium deoxycholate, + 1% PIC)). Des billes magnétiques « Magna ChIP Protein G Magnetic beads » (EMD millipore, Etobicoke, Canada) ont été utilisées pour les IPs; celles-ci ont été lavées 3 fois dans le tampon RIPA 1X et resuspendues à 50% de leur concentration initiale dans le tampon RIPA 1X. Nous avons effectué un prélavage avec 40 µL de billes préparées (lavées 3 fois et resuspendues à 50%) pendant 2 heures à 4 °C avec agitation. Les lysats « lavés » ont été déposés dans de nouveaux tubes 2 mL et incubés avec 4 µg des anticorps spécifiques pendant une nuit à 4 °C avec agitation. Le lendemain, 40 µL de billes préparées (lavées 3 fois et resuspendues à 50%) ont été ajoutées et les échantillons ont été incubés pendant 4 heures à 4 °C avec agitation. À la fin de l’incubation, les billes ont été lavées 3 fois avec du tampon de lyse RIPA 1X contenant 1 % PIC.  
 
14.1.2 Élutions des protéines  Les 5 IPs de chacune des conditions expérimentales ont été combinées à cette étape en vue de procéder à l’élution des protéines. Les protéines ont été éluées en ajoutant 25 µL de SDS 1% et en chauffant 10 minutes à 95 °C. Par la suite, 4 volumes de H2O ont été ajoutés (100 µL) et les billes ont été vortexées à intensité maximale pour 2 minutes. Les billes ont été retirées et les échantillons ont été concentrés par « speedvac » pendant 75 minutes à 45 °C.  
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14.1.3 Réduction, alkylation et migration sur gel SDS-PAGE  Les échantillons préparés dans la section 14.1 ont été préparés pour l’analyse par spectrométrie de masse selon le protocole « In-gel Trypsin Digestion » du laboratoire du Pr. Boisvert (Protocoles supplémentaires 3.3, Annexes) (Laboratoire Pr. Boisvert, Université de Sherbrooke, Canada). Le volume de tous les échantillons a été ajusté à 20 µL. Des volumes de 15 µL de chacune des IPs « léger, moyen et lourd » ont été combinés (volume total de 45 µL) et les protéines ont été réduites par l’ajout de DTT (10 mM final) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) en chauffant à 95 °C pendant 2 minutes. Les protéines ont par la suite été alkylées en ajoutant de l’iodoacétamide (IAA) (Sigma Aldrich, Oakville, Canada) à une concentration finale de 50 mM et en incubant 30 minutes dans le noir à la température de la pièce. Finalement, 11,25 µL de 
NuPAGE LDS sample buffer 4X (Life Technologies inc., Burlington, Canada) a été ajouté à chacun des échantillons.  L’échantillon contenant les IPs combinées a été migré sur un gel SDS-PAGE 4-12% 
NuPAGE (Life Technologies inc., Burlington, Canada) de 1,5 mm d’épaisseur. Le gel a été migré dans un tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,7) à 200 volts pendant 50 minutes. Le gel a été lavé 3 fois dans de l’eau ultrapure (Sigma-Aldrich, St-Louis, États-Unis) et a été coloré avec la solution « Simply 
blue safe stain » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) selon le protocole fourni par le détaillant. Le gel a été décoloré dans de l’eau ultrapure pendant une nuit puis scanné afin d’être découpé en 12 bandes de taille équivalente. Les bandes ont été coupées en petits cubes de 2 mm X 2 mm et déposés dans des tubes 1,5 mL « LoBind » (Eppendorf, Mississauga, Ontario). Les cubes de gels (12 échantillons) ont été décolorés en ajoutant 300 µL d’H2O et en incubant 15 minutes à température de la pièce avec agitation. Nous avons ajouté 300 µL de CH3CN (Sigma Aldrich, St-Louis, États-Unis) et les échantillons ont été incubés pendant 15 minutes à température de la pièce avec agitation. Le CH3CN a été aspiré et remplacé par du NH4HCO3 (20 mM) (Sigma Aldrich, St-Louis, États-Unis). Les échantillons ont été incubés pendant 15 minutes à température de la pièce avec agitation. Le NH4HCO3 a été aspiré et remplacé 
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par une solution de CH3CN/NH4HCO3  (20 mM) (50/50). Les lavages NH4HCO3 et CH3CN/NH4HCO3 (50/50) ont été répétés deux autres fois. Les cubes de gels ont été déshydratés par l’ajout de 100 µL de CH3CN pour 5 minutes. Le CH3CN a été éliminé par « speedvac » pendant 5 minutes à 65 °C.  
 
14.1.4 Digestion à la trypsine  Les peptides ont été digérés à la trypsine « trypsine gold » (Promega, Madison, États-Unis). La trypsine a été diluée à 12,5 ng/mL soit 10 µg dans 800 µL de NH4HCO3 (20 mM). Nous avons ajouté 65 µL de trypsine diluée à chacun des tubes. Les échantillons ont été incubés à 30 °C pendant 3 heures. Nous avons ajouté 55 µL de NH4HCO3 (20 mM) à chaque échantillon afin de recouvrir les cubes de gels. Les échantillons ont été incubés à 30 °C pour une nuit.  
 
14.1.5 Extraction des peptides  Les peptides ont été extraits en ajoutant 120 µL de CH3CN et en incubant pour 30 minutes à 30 °C. Le surnageant a été récolté dans des tubes 1,5 mL « LoBind » (Eppendorf, Mississauga, Ontario) et 50 µL d’acide formique 1% a été ajouté aux cubes de gel. Ceux-ci ont été incubés pour 20 minutes à la température de la pièce. Le surnageant a été récolté dans la même série de tubes 1,5 mL et 50 µL d’acide formique 1% (Fisher Scientific, Waltham, États-Unis) a été ajouté aux cubes de gel. Ceux-ci ont été incubés pour 20 minutes à la température de la pièce. Le surnageant a été récolté dans la même série de tubes 1,5 mL et 150 µL de CH3CN a été ajouté. Les cubes ont été incubés 10 minutes à la température de la pièce. Le surnageant a été récolté et ajouté au volume déjà récolté. Cette étape a été répétée une seconde fois pour avoir une coloration blanche et opaque de tous les cubes de gel. Le volume récolté pour tous les échantillons (environ 1 mL) a été complètement évaporé par « speedvac » pendant 120 minutes à 65 °C. Les peptides ont été congelés à -80 °C.  
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14.1.6 Analyse des peptides par spectrométrie de masse  Les peptides ont été envoyés pour l’analyse par spectrométrie de masse au laboratoire du Dr. Lamond (Lamond Lab, University of Dundee, Dundee, Écosse) tel que décrit par Boisvert et ses collaborateurs (Boisvert et al., 2010). Les peptides ont été analysés et identifiés en utilisant le logiciel MaxQuant version 1.4.1.2 (Computational Systems Biochemistry, Institut Max-Planck de biochimie, Martinsried, Allemagne) et la base de données Uniprot (88 354 entrées en date du 16/07/2013) (Cox et Mann, 2008; Cox et al., 2009). Les paramètres utilisés pour l’analyse par MaxQuant ont été définis comme suit; 2 clivages non spécifiques permis, 
modifications fixes; carbamidométhylation sur les cystéines, enzyme; trypsine qui clive après une arginine (R) ou une lysine (K), mais pas avant une proline (P), 
modifications variables incluses dans l’analyse; l’oxydation de méthionine et l’acétylation N-terminale des protéines. Une masse de 7 ppm a été tolérée pour les ions précurseurs et une masse de 20 ppm a été tolérée pour les ions fragmentés. L’option « re-quantify » a été sélectionnée pour calculer le ratio des patrons isotopiques qui ne sont pas assemblés en paires SILAC et qui sont souvent observés dans les expériences d’IPs (Boisvert et al., 2010). Afin d’obtenir des identifications véridiques, les protéines ont été acceptées selon le critère que le nombre d’évènements où le peptide est identifié selon la séquence « forward sequence of the 
peptide » dans la base de données soit d’au moins 100 fois plus élevé que le nombre d’évènements où le peptide est identifié selon la séquence « reversed nonsense version 
of the peptide sequence », résultant ainsi en un taux de « false discovery rate » (FRD) de moins de 1%. Deux peptides minimum ont été quantifiés pour chacune des protéines. 
 
14.2 Validation des interactions entre NCOR1 et CHD8  Nous avons validé l’interaction entre les protéines NCOR1 et CHD8 en utilisant le même protocole d’IP présenté dans la section 14.1.1 Nous avons utilisé entre 1 et 4 mg de protéines pour les IPs ainsi que 4 µg de chacun des anticorps. Pour l’immunoprécipitation de CHD8, nous avons utilisé l’anticorps Ab114126 (Abcam Inc., 
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Toronto, Canada). Les protéines ont été éluées dans un mélange contenant 12,5 µL de 
NuPAGE LDS sample buffer 4X (Life Technologies inc., Burlington, Canada), 5,0 µL de 
NuPAGE reducing agent (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et 32,5 µL d’H2O. Les échantillons ont été chauffés pour 5 minutes à 95 °C. Les échantillons ont été congelés à -20 °C jusqu’à leur utilisation. Les protéines ont été chauffées à 70 °C avant d’être migrées (20µL)  sur des gels SDS-PAGE NuPAGE 3-8 % (Life Technologies inc., Burlington, Canada) dans du tampon TA 1X (50 mM Tricine, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 8,24) à 150 volts pour 70 minutes. Voir la section 5 ainsi que le tableau 4 pour la suite du protocole et les détails au sujet des anticorps utilisés pour les immunobuvardages.  
 
15. Analyse du transcriptome des cellules shNCOR1_655 et 
shCHD8_8 Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été passées dans des plaques 6 puits et infectées avec les lentivirus permettant d’exprimer les shNonTarget, shNCOR1_655 et le shCHD8_8 (voir la section 3.1). Les cellules ont été sélectionnées pour 7 jours avec de la puromycine (10 µg/mL). Trois infections indépendantes ont été effectuées.  
 
15.1 Extraction ARNs totaux  Au jour 7, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4) et grattées dans 1 mL de solution de dénaturation (Ambion, Austin, États-Unis) afin d’en extraire les ARNs (voir la section 6.2).   
15.3 Séquençage des ARNs  Les ARNs ont été envoyés au centre d’innovation de Génome Québec et de l’Université McGill pour le protocole de séquençage avec la technologie Illumina HiSeq2000 (Illumina, San Diego, États-Unis). Avant de procéder à l’analyse, la qualité des ARN a 
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été testée à l’aide du Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara, États-Unis) et du Nanodrop (Thermo Scientific, Wilmington, États-Unis) afin de déterminer la valeur RIN et la concentration de chacun des échantillons. La valeur du RIN devait être supérieure à 7,0 afin que l’échantillon puisse être utilisé pour le séquençage. Les ARN ont été convertis en ADNc et utilisés pour la construction de librairies « mRNAseq » avec l’adaptateur Illumina TruSeqRNA. Le séquençage fut réalisé à l’aide de la technologie HiSeq 2000 PE100 de Illumina. Les résultats de séquençages ont été analysés par l’équipe de bio-informaticiens du centre d'innovation Génome Québec et Université McGill.   
16. Analyse du protéome des cellules shNCOR1_655 et shCHD8_8 
16.1 Culture en milieu SILAC  Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été cultivées dans les milieux SILAC légers, moyens et lourds pour 5 passages (voir la section 2.10). Lors du 5e passage, les cellules ont été passées dans des plaques 6 puits et infectées avec les lentivirus permettant d’exprimer les shNonTarget (léger), shNCOR1_655 (moyen) et le shCHD8_8 (lourd) (voir la section 3.1) Les cellules ont été sélectionnées pour 3 et 7 jours avec de la puromycine (10 µg/mL). La sélection a été effectuée à une plus forte concentration afin de maximiser la sélection sur 3 jours. Trois infections indépendantes ont été effectuées sur les mêmes populations de cellules SILAC de départ.  
 
16.2 Extraction des protéines totales  Aux jours 3 et 7, les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS 1X froid (137 mM de NaCl, 2,7 mM de KCl, 10 mM de Na2HPO4 et 2 mM de KH2PO4, pH 7,4) et grattées dans 1 mL de tampon de lyse RIPA 1X (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, et 0,5% sodium deoxycholate, 1 % de PIC, 0,2 mM Na3PO4, 50 mM NaF) (voir la section 4.1.1). 
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16.3 Analyse du protéome par spectrométrie de masse  Les échantillons provenant des conditions « léger, moyen et lourds » ont été combinés (20 µg/échantillon) pour chacun des réplicas et en fonction des deux lignées cellulaires utilisées pour un grand total de 6 échantillons.  Ces échantillons « combinés » ont été réduits, alkylés et migrés (60 µg/échantillon) dans 6 puits d’un gel SDS PAGE NuPAGE 4-12 % (Life Technologies inc., Burlington, Canada) dans du tampon MOPS 1X (50 mM MOPS, 50 mM Tris base, 0,1 % SDS, 1 mM EDTA, pH 7,7) à 200 volts pendant 8 minutes (voir la section 14.1.3). Le gel a été coloré tel que décrit dans la section 14.1.4 et les 6 bandes (puits) ont été coupées en deux au niveau du marqueur de poids moléculaire équivalent à 160 kDa. Ceci a généré un total de 12 échantillons qui ont été digérés à la trypsine et dont les peptides ont été extraits tel que mentionné précédemment (voir les sections 14.1.4 et 14.1.5). Les peptides ont été dessalés avec le protocole « ZipTip Cleanup of peptide Samples » du laboratoire du Dr. Boisvert (Laboratoire Pr. Boisvert, Université de Sherbrooke, Canada) (Protocoles supplémentaires 3.4, Annexes).  
Les peptides ont été séparés en utilisant le système « Dionex Ultimate 3000 nanoHPLC 
system » (Thermo Fisher Scientific, Waltham, États-Unis) puis analysés par spectrométrie de masse OrbiTrap QExactive (Thermo Fisher Scientific, Waltham, États-Unis) par la Plateforme de protéomique (Spectrométrie de masse) de l’Université de Sherbrooke selon le protocole décrit par Drissi et ses collaborateurs (Drissi et al., 2015). Les peptides ont été analysés et identifiés par le logiciel MaxQuant (voir la section 14.1.6.). 
 
17. Xénogreffes Les souris femelles CD1 nu/nu âgées de 4 à 6 semaines (Charles River, Wilmington, États-Unis) ont été utilisées pour réaliser des essais de xénogreffes. Lors de leur arrivée, les souris ont eu 4 jours d’acclimatation puis elles ont été injectées de façon 
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sous-cutanée au niveau des omoplates et des hanches. Des cellules HT-29 infectées avec les constructions lentivirales shNonTarget, shNCOR1_655 ou shCHD8_8 et sélectionnées pour 7 jours à la puromycine ont été utilisées pour réaliser les expériences de xénogreffes. Les cellules ont été comptées avec l’appareil « Countess 
cell » (Life Technologies inc., Burlington, Canada) et resuspendues à une densité de 1 X 106 cellules dans 100 μL de DMEM (Life Technologies inc., Burlington, Canada) ne contenant pas de sérum, d’HEPES, d’antibiotiques ou de glutamax. Les cellules témoins (shNonTarget) et les cellules shNCOR1_655 et shCHD8_8 ont été injectées sur des animaux différents à raison de 4 sites par souris sur un total de 5 individus. La taille des tumeurs a été mesurée 2 fois par semaine en évaluant la longueur et la largeur. Des courbes de croissance tumorale ont été réalisées en mesurant les tumeurs des omoplates sur la longueur et la largeur et en utilisant la formule (d2X D)/2 pour calculer le volume des tumeurs. Les souris ont été sacrifiées avant que le volume des tumeurs n’atteigne 1000 mm3. Au moment du sacrifice, les animaux ont été photographiés de même que les tumeurs, une fois excisées. Les tumeurs ont été pesées puis sectionnées en 3 parties. Une première partie a été fixée dans le formaldéhyde et incluse dans la paraffine afin de faire des coupes histologiques (voir la section 1.3), une seconde section a été déposée dans 1mL de solution de dénaturation (Ambion, Austin, États-Unis) afin d’en extraire les ARNs (voir la section 6.2) et finalement, une section a été déposée dans 1 mL de tampon de lyse RIPA 1X (50 mM Tris, pH 7,4, 150 mM NaCl, 1% Nonidet P-40, 0,5% Triton X-100, 1 mM EDTA, 0,2% SDS, et 0,5% sodium deoxycholate, 1% inhibiteurs de protéases) afin d’en extraire le contenu protéique (voir la section 4.1.2). L’expérience a été effectuée deux fois. Toutes les manipulations effectuées sur ces animaux ont été réalisées en accord avec le comité d’éthique pour les soins et l’utilisation des animaux de l’Université de Sherbrooke.  
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18. Analyses statistiques Les données ont été compilées et exprimées en fonction de la moyenne ± l’erreur standard. Les groupes de données ont été comparés par un test Student T (à moins d’une indication contraire dans la légende de la figure) en utilisant le logiciel GraphPad Prism 6 (GraphPad Software, San Diego, États-Unis).    
 
CHAPITRE 3 : RÉSULTATS  
1. Implication de NCOR1 dans la réponse inflammatoire des cellules 
épithéliales intestinales  
1.1 Induction d’une réponse inflammatoire dans les CEIs in vitro   Plusieurs groupes ont rapporté un rôle crucial de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire chez les macrophages. Il a été démontré que le complexe de répression de NCOR1 est essentiel pour la répression des gènes cibles des FTs de la famille AP-1 (Ogawa et al., 2004). De plus, la littérature suggère que le complexe de répression de NCOR1 doit être dégradé pour que la transcription des gènes inflammatoires soit activée chez les macrophages (Huang et al., 2009). Afin d’évaluer si NCOR1 fait partie d’un tel sentier de régulation dans les CEIs, nous avons induit une réponse inflammatoire dans les CEIs normales humaines HcoEPIC et les CCCHs Caco-2/15 et HT-29 à l’aide de LPS et d’IL-1β. Nous avons observé que l’expression protéique de NCOR1 est rapidement augmentée dans les 3 lignées cellulaires, et ce, avec les deux agents pro-inflammatoires utilisés (Figure 11). Nous avons également utilisé le modèle Caco-2/15 à 5 jours après l’atteinte de la confluence afin de déterminer si la différenciation des cellules épithéliales intestinales influence l’augmentation protéique de NCOR1 lors de l’induction d’un stress inflammatoire. Nos résultats démontrent que la protéine NCOR1 est fortement induite lors du stress inflammatoire dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 (Figure 11C). Des expériences préliminaires effectuées dans les cellules normales HcoEPIC (Figure 11A) de même que dans des cellules Caco-2/15 différenciées (Figure 11B) suggèrent que l’expression protéique de NCOR1 est également induite en réponse à un stress inflammatoire dans ces modèles. Par contre, nos résultats préliminaires quant à l’induction de l’expression du transcrit du gène NCOR1 suggèrent que celle-ci n’est pas modulée par ces traitements pro-inflammatoires (Figure 11D & 11E).  
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Figure 11 : L’expression protéique de NCOR1 est augmentée lors d’un stress inflammatoire dans 
les cellules épithéliales intestinales. (A) Immunobuvardages de la protéine NCOR1 effectués à partir d’extraits protéiques totaux de cellules HcoEPIC ayant été traitées avec de l’IL-1β(10 ng/mL)ou du LPS (10 µg/mL) pendant 0, 1, 4 et 8 heures (résultat représentatif de 2 expériences indépendantes). Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. (B) Immunobuvardages de la protéine NCOR1 effectués à partir d’extraits protéiques totaux de cellules Caco-2/15 à 5 jours après l’atteinte de la confluence et ayant été traitées avec de l’IL-1β(10 ng/mL)pendant 0, 30, 60 minutes (‘) et 2, 4, 24 et 48 heures (n = 1). Les niveaux relatifs de la protéine β-Tubuline ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. (C) Immunobuvardages de la protéine NCOR1 effectués à partir d’extraits protéiques nucléaires de cellules Caco-2/15 et HT-29 ayant été traitées avec de l’IL-1β(10 ng/mL)ou du LPS (1µg/mL) pendant 0, 30, 60 minutes (‘) et 2, 4 et 24 heures (n = 3). Les niveaux relatifs de la protéine Lamin B ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. (D) Niveau d’expression du transcrit du gène NCOR1 mesurée par q-PCR suite la stimulation des cellules Caco-2/15 avec de l’IL-1β(10 ng/mL) ou (E) du LPS (100 
µg/mL)pendant 0, 1, 2, 4 et 24 heures (n = 1). Les niveaux du transcrit du gène PBGD (Porphobilinogen 
deaminase) ont été utilisés comme références.    
139 
 
Afin de vérifier l’implication fonctionnelle de NCOR1 dans la réponse inflammatoire des CEIs, nous avons réduit l’expression de NCOR1 par l’utilisation de shARN dans les CCCHs Caco-2/15 et HT-29 (shNCOR1_655). Les cellules ont été infectées avec les lentivirus et sélectionnées à la puromycine pendant 7 jours. Par la suite, nous les avons traitées avec de l’IL-1β(10ng/mL) afin de générer une réponse inflammatoire. Lors de nos expériences, nous avons utilisé comme témoins des cellules ayant intégré un shARN non ciblant (shNonTarget) que nous avons traité de la même manière. Nous avons comparé les niveaux d’induction des transcrits de la chimiokine CXCL8 par PCR en temps réel entre les cellules témoins (shNonTarget) et les cellules shNCOR1_655 (Figure 12). L’expression de CXCL8 est plus élevée dans les cellules shNCOR1_655 avant le traitement à l’IL-1β comparativement aux cellules témoins (Caco-2/15 ; T0 induction de 38,4 fois dans les cellules shNCOR1_655 et P = 0,17 et HT29; T0 induction de 2,59 fois dans les cellules shNCOR1_655 et P = 0,44). L’induction de l’expression des transcrits de CXCL8 persiste beaucoup plus longtemps dans les cellules shNCOR1_655 que dans les cellules témoins. Les niveaux d’expression de CXCL8 chutent fortement dans les cellules témoins après 4 heures de stimulation alors que dans les cellules shNCOR1_655, les niveaux de CXCL8 demeurent toujours élevés. Bien que les tendances observées soient les mêmes pour les deux lignées cellulaires utilisées, elles ne sont significatives que dans la lignée HT-29 (Figure 12). Ces résultats suggèrent que la protéine NCOR1 puisse agir comme un « frein » à la réponse inflammatoire des cellules. Cependant, des expériences additionnelles seront nécessaires pour permettre de tirer des conclusions plus solides.  
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Figure 12 : L’expression du transcrit de CXCL8 est induite différemment entre les cellules 
témoins et les cellules shNCOR1_655 lors d’une cinétique de stimulation avec l’IL-1β. (A) Analyse q-PCR de l’expression du transcrit de CXCL8 effectuée à partir d’extraits d’ARN totaux de cellules Caco-2/15 ayant été traitées avec de l’IL-1β(10ng/mL)pendant 0, 1, 4 et 24 heures (n = 3 ; moyennes ± les SEM). (B) Analyse q-PCR de l’expression du transcrit de CXCL8 effectuée à partir d’extraits d’ARN totaux de cellules HT-29 ayant été traitées avec de l’IL-1β(10ng/mL)pendant 0, 1, 2, 4 et 24 heures (n = 4 ; moyennes ± les SEM). Un test ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme références. Voir la figure 24 A, B et C pour les témoins de validation de l’efficacité des shARN ainsi que pour le protocole expérimental utilisé.   
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1.2 Induction d’une réponse inflammatoire dans les CEIs in vivo  
 
1.2.1 Génération du modèle murin Ncor1ΔIDΔCEI  Le corépresseur NCOR1 est connu pour interagir avec de nombreux types de récepteurs nucléaires via trois domaines d’interaction RID situés dans sa portion c-terminale (Mottis et al., 2013) (Figure 6).   Puisque la nature de la délétion du modèle Ncor1∆IDΔCEI implique seulement l’absence d’une petite portion de la protéine entière, nous avons privilégié une stratégie de PCR en temps réel afin de mesurer quantitativement les niveaux résiduels des transcrits du gène Ncor1 portant la délétion de même que les transcrits encodant la Cre-recombinase chez nos animaux (Figure 13). Nous avons utilisé des extraits d’ARN totaux isolés à partir d’échantillons de côlon distaux. À l’aide d’amorces spécifiques, nous avons amplifié une portion du transcrit de la Cre-recombinase. Ce transcrit est significativement plus abondant dans les mutants comparativement aux souris témoins (Figure 13B). Une deuxième paire d’amorces qui amplifie une région partagée par les exons 1 et 2 de Ncor1, et commune aux transcrits de Ncor1 présents dans les témoins et les mutants, a été utilisée. Les niveaux de ces transcrits dans le colon distal sont égaux entre les témoins et les mutants (Figure 13C). Finalement, nous avons utilisé une troisième paire d’amorces dont le produit est encodé par les exons 37 et 38. Puisque les exons 38 à 41 sont perdus lors de la recombinaison des deux séquences loxP par la Cre-recombinase, il n’y aurait pas d’amplification de cette séquence dans les mutants Ncor1ΔIDΔCEI, et ce, spécifiquement au niveau de l’épithélium. Nous observons une réduction significative de ce produit de PCR dans les souris mutantes. Ces résultats confirment la délétion partielle de Ncor1 dans le colon des animaux mutants (Figure 13D). 
 
1.2.3 Observation des phénotypes des souris Ncor1ΔIDΔCEI âgées de 3 mois 
 Lors des premiers sacrifices, nous n’avons pas observé de phénotype marqué entre les souris mutantes et témoins. Nous avons réalisé des coupes histologiques ainsi que des 
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colorations H & E pour observer la morphologie globale des différents segments de l’intestin grêle et du côlon (Figure 14). Dans le cadre de ce projet, nous nous sommes intéressés uniquement au côlon des animaux. La morphologie semble normale chez les animaux mutants pour le jéjunum et l’iléon. Nous dénombrons un nombre égal de cellules caliciformes au niveau des côlons des animaux témoins et mutants (Figure 14B). De plus, nous avons observé une tendance à l’augmentation, bien que non significative, du nombre d’îlots lymphoïdes dans les côlons des animaux mutants (Figure 14C). 
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Figure 13 : Représentation schématique de la stratégie de génotypage des animaux Ncor1ΔIDΔCEI 
par PCR en temps réel. (A) Schéma explicatif de la stratégie de génotypage utilisée avec les souris 
Ncor1ΔIDΔCEI. Analyses de PCR en temps réel effectuées en utilisant des paires d’amorces permettant d’amplifier le transcrit de la Cre-recombinase (12.4KbVilCre) (B), le transcrit contenant les exons 1 et 2 
(C) et le transcrit contenant les exons 37 et 38 (D) (n = 12 témoins et 11 mutants ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05). Les niveaux du transcrit du gène β2-microglobuline ont été utilisés comme références. 
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Figure 14 : Évaluation du phénotype des animaux Ncor1ΔIDΔCEI âgés de 3 mois. (A) Photographies représentatives des différents segments de l’intestin grêle (jéjunum et iléon) et du côlon (moyen) des animaux témoins comparativement aux animaux mutants Ncor1ΔIDΔCEI. (B) Décompte du nombre de cellules caliciformes par crypte au niveau des différentes sections du côlon. (C) Décompte du nombre d’îlots lymphoïdes présent dans les côlons des animaux témoins versus les animaux mutants (n = 6 ; 3 champs par animal ; 6-12 cryptes/champs (20X) ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats.  
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1.2.4 Induction d’une colite chimique par le DSS chez les animaux Ncor1ΔIDΔCEI 
 Nous avons procédé à un traitement au DSS afin d’induire une colite chimique dans le modèle Ncor1ΔIDΔCEI (Perse et Cerar, 2012). Nous avons utilisé des souris âgées de 2 mois afin de réaliser nos premiers traitements. Nous avons utilisé 6 souris par groupe et les avons traitées au DSS 3 % pendant 7 jours. Nous n’avons pas observé de différence significative au niveau de la perte de poids entre les souris témoins et mutantes pendant ce traitement. Par contre, lors de la période de récupération correspondant au remplacement du DSS 3 % par de l’eau, nous avons observé une perte de poids plus marquée chez les mutants comparativement aux témoins. Nous avons également constaté que les mutants sont incapables de récupérer leur poids durant cette période (Figure 15A). Lors de cette expérience, nous avons également effectué une courbe de survie Kaplan-Meier puisque la perte de poids était tellement prononcée chez les mutants que plusieurs animaux sont décédés ou ont dû être euthanasiés durant la phase de récupération. Nous avons sacrifié les animaux lorsque la perte de poids atteignait 30 %, soit la limite fixée par le comité éthique de l’expérimentation chez les animaux au moment de réaliser ces expériences. Il est à noter que la limite de perte de poids maximale fut récemment fixée à 20 % par le comité éthique expliquant que les expériences réalisées par la suite montrent une perte de poids maximale équivalente à cette limite. Cette expérience a permis de montrer que le pourcentage de survie des animaux mutants est de 33 % dès le 12e jour de l’expérience, soit la 5e journée de récupération (Figure 15B). 
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Figure 15 : Traitement DSS 3 % sur des animaux Ncor1ΔIDΔCEI âgés de 2 mois. (A) Courbe représentant la perte de poids des animaux témoins et mutants lors d’un traitement DSS 3 % pendant 7 jours suivi d’une période de récupération de 7 jours (n = 5 par groupe ; moyennes ± les SEM). Un test ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01). (B) Courbe de survie Kaplan-Meier réalisée à partir d’animaux traités au DSS 3 % pendant 7 jours et dont la survie a été évaluée sur une période de récupération de 14 jours (n = 6 par groupe). Les animaux ont été sacrifiés lorsque leur perte de poids atteignait la limite fixée à 30 % tel qu’exigé par les règles d’éthique sur la manipulation des animaux. Un test de Log-rank (Mantel-Cox) a été utilisé afin de déterminer la significativité des résultats (P = 0,0185) (*; P < 0,05).  
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1.2.5 Traitements DSS sur les souris Ncor1ΔIDΔCEI âgées de 4 à 5 mois.  Nous avons par la suite utilisé des souris plus âgées afin d’étudier l’impact de l’induction d’une colite chimique. Nous avons observé une perte de poids plus importante chez les souris mutantes comparativement aux témoins dès le 5e jour de traitement (Figure 16A). Au moment du sacrifice, nous avons évalué l’index de sévérité de la maladie (ISM) en nous basant sur une grille de 6 critères soit; le pourcentage de perte de poids par rapport aux témoins, la longueur du côlon par rapport à la longueur moyenne des côlons des souris témoins, les saignements rectaux, le sang dans les fèces, la consistance des fèces et la dureté du côlon (Tableau 11, annexes) (Cooper et al., 1993). Nous avons observé que les souris Ncor1ΔIDΔCEI ont un ISM significativement plus élevé que les souris témoins lorsque traitées pendant 7 jours avec du DSS 3 % (Figure 16B).  Nous avons par la suite procédé à l’analyse histologique des coupes de tissus récoltés au moment du sacrifice. Trois critères ont été évalués soit; la sévérité de l’inflammation, l’étendue de l’inflammation ainsi que le dommage aux cryptes (Tableau 12, annexes). Le côlon des souris a été évalué sur toute sa longueur à raison de 11 à 20 champs par souris (grossissement 10X). Les résultats de ces analyses ont permis de montrer que la sévérité et l’étendue de l’inflammation sont les mêmes entre les témoins et les mutants, alors que le dommage aux cryptes est significativement plus prononcé chez les souris mutantes (Figure 16C et 16D).  
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Figure 16 : Évidences cliniques que les animaux Ncor1ΔIDΔCEI âgés de 4 à 5 mois sont plus 
susceptibles à un traitement DSS 3 % que les témoins. (A) Courbe représentant la perte de poids des animaux témoins et mutants lors d’un traitement DSS 3 % pendant 7 jours (n = 8 animaux par groupe ; moyennes ± les SEM). Un test ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05, ***; P < 0,001). (B) Index de sévérité de la maladie mesuré au moment du sacrifice d’animaux traités au DSS 3 % pour 0, 2, 4 et 7 jours (n = 8 animaux par groupe ; moyennes ± les SEM). (C) Photos représentatives des coupes histologiques de côlons distaux avec coloration H & E obtenues suite au sacrifice des animaux avant et après un traitement au DSS 3 % de 7 jours (grossissement 20X). (D) Scores histologiques calculés après un traitement au DSS 3 % de 7 jours à partir des coupes histologiques de côlons entiers (n = 8 animaux par groupe ; 11 -20 champs par coupe ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01).  
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1.2.6 Puce d’expression  BeadChipTM de Illumina sur animaux Ncor1ΔIDΔCEI  Afin d’identifier les gènes modulés dans les souris Ncor1ΔIDΔCEI et susceptibles d’établir un lien moléculaire pouvant expliquer le phénotype observé lors de l’induction d’une colite chimique, une puce d’expression  BeadChipTM de Illumina a été réalisée à partir d’ARN extrait d’échantillons de côlons distaux provenant de la dissection d’animaux mâles âgés de 3 mois (n=3) (Tableau 13, annexes). Nous avons identifié 622 gènes modulés d'au moins 1,5 fois et ayant une valeur de P-value ≤ 0,05 (Figure 18A). Parmi les transcrits de gènes prédits pour être les plus induits, nous avons identifié les gènes Retnlb ; Resistin-like molecule β, Ang4 ; Angiogenin, 
ribonuclease A family, member 4, Itlnb ; Intelectin b et Itnl1 ; Intelectin 1. Nous nous sommes intéressés à ces gènes puisque certains d’entre eux ont été montrés pour jouer un rôle dans l’établissement de la microflore chez la souris et de sensibiliser celles-ci à la colite chimique (Hooper et al., 2003; McVay et al., 2006; Peterson et Artis, 2014). Nous avons utilisé des échantillons d’ARN totaux de côlon distaux afin de valider par PCR en temps réel 4 des gènes les plus fortement induits dans le modèle 
Ncor1ΔIDΔCEI (Figure 17). Les résultats de ces analyses ont permis de montrer qu’il existe une grande variation entre les individus. Malgré des tendances à la hausse intéressantes pour les transcrits de ces 4 gènes, nos analyses ont permis de montrer que seul les transcrits du gène Retnlb sont significativement augmentés dans les mutants comparativement aux animaux témoins (Figure 17A).  Nous avons utilisé le logiciel IPA de QIAgen (IPA; Ingenuity analysis pathways) afin d'analyser l'ensemble des transcrits de gènes prédits pour être modulés dans le côlon distal des animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois. Le logiciel IPA permet de regrouper les transcrits de gènes modulés en fonction de listes de gènes contenues dans leur base de données qui sont associées à des voies de signalisation cellulaire, des régulateurs potentiels, des maladies et des fonctions cellulaires. Nous avons analysé l'ensemble des transcrits de gènes prédits pour être modulés d'au moins 1,5 fois et ayant une valeur de P-value ≤ 0,05. Les résultats de cette analyse sont présentés à la figure 18. Les transcrits de gènes prédits pour être modulés dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois corrèlent avec une inhibition de la voie de signalisation du FGF (Fibroblast 
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growth factor) (Figure 18B). Cette voie de signalisation est associée à la croissance cellulaire et au développement. L'analyse IPA suggère également une activation de la réponse inflammatoire puisque plusieurs régulateurs potentiels sont des cytokines comme TNF, IL-1β, IFNγ (Interferon γ)  et IL-3 (Interleukine-3) (Figure 18C). De plus, les catégories de gènes associés à des maladies ou des fonctions biologiques prédites pour être activées ("activation z-score" ≥ 2), sont liées à la croissance et prolifération cellulaire de même qu'à la réponse inflammatoire (Figure 18D).  
 
Figure 17 : Validation de cibles identifiées par la puce d’expression  BeadChipTM de Illumina 
réalisée à partir des échantillons de côlons distaux des animaux Ncor1ΔIDΔCEI de 3 mois par qPCR. Des échantillons de côlons distaux ont été utilisés pour mesurer les niveaux de transcrits de 4 gènes étant significativement augmentés de plus de deux fois chez les animaux Ncor1ΔIDΔCEI comparativement aux animaux témoins. (A) Retnlb (B) Ang4  (C) Itlnb  (D) Itnl1  (n = 15 témoins et 17 mutants ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Mann-Whitney ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; 
P < 0,05). Les niveaux du transcrit du gène β2-microglobuline ont été utilisés comme références.  
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Figure 18: Analyse IPA des gènes prédits pour être modulés dans les souris mâles Ncor1ΔIDΔCEI à 
3 mois. 622 transcrits de gènes sont prédits pour être modulés de plus de 1,5 fois et de façon 
significative (P-value < 0,05) dans les souris Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois. (A) Graphique montrant le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant augmentés ou diminués par rapport au nombre total de transcrits prédit pour être modulés. (B) Graphique présentant les voies de signalisation auxquelles sont associées les gènes dont l'expression est prédite pour être modulée dans les animaux 
Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois. Pour chacune des voies de signalisation, une valeur de P-value est associée et présentée sous la forme de -log(P-value). Une valeur minimale de P-value de 0,05 est associée à une valeur -log(P-value) = 1,3. Un ratio est également associé à chacune des voies de signalisation présentées dans le graphique. Le ratio représente le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant modulés par rapport au nombre total de transcrits de gènes étant associés à chacune des voies de signalisation dans la base de données de IPA. Un ratio de 1 équivaut à 100%. Les voies de signalisation représentées dans ce graphique ont un P-value ≤ 0,05 et une valeur minimale de "activation z-score"de 2. 
(C) Tableau présentant les régulateurs potentiels des gènes modulés dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois ainsi que le nombre de molécules dont la modulation dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois peut être associée à ce régulateur. Les régulateurs potentiels présentés dans ce tableau ont été sélectionnés selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de "activation z-score" ≥ 2 ou ≤ -2. (D) Tableau présentant les différentes catégories de maladies/ fonctions biologiques étant prédites pour être altérées dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois. Les catégories présentées dans ce tableau ont été sélectionnées selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de "activation z-score" ≥ 2 ou ≤ -2. Il est a noter que dans IPA, une valeur de "activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative 
d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu) de la voie de signalisation, de l'effet du régulateur ou de la fonction biologique/maladie. 
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1.3 Génération du modèle Ncor1ΔExon11ΔCEI 
 Tout comme le modèle Ncor1ΔIDΔCEI, nous avons croisé les souris Ncor1∆Exon11loxp/loxp avec des souris exprimant la Cre-recombinase sous le contrôle du promoteur du gène 
Vil1 afin de réaliser la délétion spécifique au niveau des CEIs et de créer le modèle 
Ncor1ΔExon11ΔCEI. Afin de valider la délétion, nous avons utilisé la même stratégie de PCR en temps réel que pour le modèle Ncor1ΔIDΔCEI (Figure 19). Nous avons observé une augmentation significative du niveau d’expression de la Cre-recombinase chez les souris mutantes (Figure 19B). De plus, nous avons observé des diminutions significatives des transcrits amplifiés par les paires d’amorces s’hybridant aux exons 1 et 2 et aux exons 37 et 38 (Figure 19C & 19D). Ces résultats permettent de confirmer la délétion du gène aux exons prévus.  Nous avons procédé à des sacrifices sur des animaux à l’âge de 2 mois sans observer de différences phénotypiques notables entre les témoins et les mutants (données non présentées). 
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Figure 19: Représentation schématique de la stratégie de génotypage des animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI par PCR en temps réel. (A) Schéma explicatif de la stratégie de génotypage utilisée avec les souris Ncor1ΔExon11ΔCEI. Analyses de PCR en temps réel effectuées en utilisant des paires d’amorces permettant d’amplifier le transcrit de la Cre-recombinase (B), un transcrit encodé par les exons 1 et 2 (C) et un transcrit encodé par les exons 37 et 38 (D) (n = 3 animaux par groupe ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05). Les niveaux du transcrit du gène β2-microglobuline ont été utilisés comme références.  
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1.3.1 Traitement DSS 3 % sur les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI  Afin d’évaluer la susceptibilité au DSS des animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI, nous avons traité deux groupes de souris Ncor1ΔExon11ΔCEI (9 animaux par groupe, n = 2) avec du DSS 3 % dans l’eau de boisson pendant une période de 4 jours. Nous avons observé une perte de poids plus rapide et plus prononcée chez les animaux mutants comparativement aux souris témoins (Figure 20A). Nous avons dû arrêter les expériences après 4 jours de traitement puisque certains animaux mutants avaient atteint la limite de 20 % fixée par le comité éthique de l’Université de Sherbrooke. Nous avons également remarqué que l’index de sévérité de la maladie était significativement plus élevé chez les mutants que chez les témoins, et ce, seulement après 4 jours de traitement (Figure 20B). Bien que les expériences de traitements DSS réalisées chez le modèle Ncor1ΔExon11ΔCEI n’aient pas été effectuées en même temps que celles menées sur le modèle Ncor1ΔIDΔCEI, nos résultats suggèrent que le modèle 
Ncor1ΔExon11ΔCEI serait plus sensible au traitement DSS que le modèle Ncor1ΔIDΔCEI puisque nous observons une perte de poids plus rapide et plus sévère que chez les témoins. De plus, l’apparition de signes cliniques d’inflammation se fait plus rapidement que dans le modèle Ncor1ΔIDΔCEI.  
  
Figure 20: Évidences cliniques que les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI âgés de 8 à 10 mois sont plus 
susceptibles à un traitement DSS 3 % que les témoins. (A) Courbe représentant la perte de poids des animaux témoins et mutants lors d’un traitement DSS 3 % pendant 4 jours (n = 9 animaux par groupe ; moyennes ± les SEM). Un test ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01). (B) Index de sévérité de la maladie mesuré au moment du sacrifice (0 et 4 jours) des animaux traités au DSS 3 % (n = 6-9 animaux par groupe ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01). 
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1.3.2 Puce d’expression BeadChipTM de type Illumina sur les animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI  Nous avons procédé à l’extraction des ARNm sur des échantillons de côlon distaux d’animaux mâles âgés de 2 mois afin de cribler une puce d’expression BeadChipTM de Illumina. Nous avons identifié plusieurs transcrits de gènes prédits pour être modulés à la hausse ou à la baisse dans ce modèle (Tableau 14, annexes). Nous avons également procédé à l’analyse d’échantillons d’ARN messagers provenant de côlons distaux d’animaux âgés de 10 mois (Tableau 15, annexes). Nous avons identifié 411 et 728 transcrits de gènes prédits pour être modulés d'au moins 1,5 fois et ayant une valeur de P-value ≤ 0,05 dans le côlon distal des animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI âgés de 2 et 10 mois respectivement (Figure 21A et 22A). Parmi ces gènes, nous avons retrouvé le gène NCOR1 qui est diminué de -1,76 fois avec une valeur de P-value = 8,61E-04. Ce résultat correspond exactement au résultat de l’expérience de validation du modèle 
Ncor1ΔExon11ΔCEI présenté à la figure 19.   Nous avons utilisé le logiciel IPA afin d'analyser l'ensemble des transcrits de gènes modulés dans le côlon distal des animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois. Nous avons analysé l'ensemble des transcrits de gènes modulés d'au moins 1,5 fois et ayant une valeur de P-value ≤ 0,05. Les résultats de cette analyse sont présentés aux figures 21 et 22.   Les transcrits de gènes modulés dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois corrèlent avec une inhibition des gènes cibles des récepteurs RXRα en réponse au LPS et à l’IL-1. Ce mécanisme est associé à une phosphorylation des récepteurs RXRa par JNK ce qui cause l’exportation nucléaire du récepteur et l’inhibition de plusieurs gènes exprimés au niveau du foie (D. Li et al., 2002). Ce mécanisme est impliqué dans la « negative hepatic acute phase response ». Le logiciel IPA suggère aussi une activation de la voie de signalisation contrôlée par les récepteurs nucléaires VDR/RXR. De plus, le logiciel IPA suggère que la voie de signalisation de WNT/β-catenin soit inhibée chez ces animaux (Figure 21B). De manière intéressante, le récepteur nucléaire LXR ainsi 
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qu’un de ses agonistes (GW3965) sont identifiés par IPA comme étant des régulateurs potentiels chez les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. L'analyse IPA suggère également une activation de la réponse inflammatoire puisque plusieurs régulateurs potentiels sont des joueurs clés de l’inflammation comme le complexe NF-κB, la cytokine IL-6 et la kinase IKBKB (Inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in 
B-cells, kinase beta) (Figure 21C). De plus, les catégories dans lesquelles ont retrouve les gènes modulés et qui sont prédites par IPA pour être activées (ayant les valeurs de 
"activation z-score" ≥ 2) sont associées au cycle cellulaire, au cancer et au métabolisme des acides aminés. Il y a 184 transcrits de gènes prédits pour être modulés étant associés à la catégorie « Cancer du sein et cancer colorectal » chez ces animaux (Figure 21D).  L’analyse IPA des transcrits de gènes modulés dans le côlon distal des animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois révèle une activation des voies de signalisation associées à plusieurs types de récepteurs nucléaires tels que PPARα/RARα , VDR/RXR et les récepteurs aux androgènes. Le logiciel suggère également une activation des voies de signalisation de PTEN (Phosphatase and tensin homolog) et l’inhibition des gènes cibles des récepteurs RXRα en réponse au LPS et à l’IL-1 tel que retrouvé dans le modèle Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. IPA suggère également l’inhibition des voies de signalisation de NF-κB, des éicosanoïdes, de p38 MAPK, de AMPK (AMP-activated 
protein kinase) (Figure 22B). De façon similaire à l’analyse des transcrits de gènes modulés dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois, on retrouve le récepteur LXR, un agoniste du récepteur PPARα (Pirinixic acid) de même que la vitamine A (acide rétinoïque), l’agoniste des récepteurs RAR et RXR, dans les régulateurs potentiels identifiés par IPA (Figure 22C). On retrouve également la cytokine IL-2 (Interleukine-2) et plusieurs régulateurs transcriptionnels comme le FT STAT1 (Signal transducer 
and activator of transcription 1). De plus, lorsqu’on regarde dans quelles catégories sont classés les transcrits de gènes prédits pour être modulés chez ces animaux, on constate que ceux-ci semblent présenter des défauts dans le métabolisme des lipides (Figure 22D). On observe également que 689 gènes sont associés à la catégorie 
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"Cancer, Maladies gastro-intestinales, Blessure et anormalité de l'organisme". De plus, un grand nombre de transcrits de gènes prédits pour être modulés corrèlent avec l’inhibition de processus cellulaires cruciaux tels que la dynamique des microtubules (121 gènes) et l’organisation du cytosquelette (139 gènes) et du cytoplasme (147 gènes).   Certains des gènes identifiés lors de l’analyse des animaux de 2 mois ont été également retrouvés dans l’analyse des animaux de 10 mois. Nous avons identifié 58 transcrits de gènes étant prédits pour être modulés de plus de 1,5 fois et possédant une valeur de P-value ≤ 0,05. La liste complète de ces gènes se trouve dans le tableau 16 en annexes. Parmi ceux-ci, on retrouve les transcrits de gènes Ido1 (Indoleamine 
2,3-dioxygenase 1) et Arg2 (Arginase 2). Les résultats montrent aussi que le niveau d’induction des transcrits de ces deux gènes augmente dans les animaux âgés de 10 mois comparativement aux animaux âgés de 2 mois, suggérant donc une corrélation possible entre l’âge des animaux et l’amplification de la signature du transcriptome associée à la perte de NCOR1.  
1.4 Comparaison entre les animaux Ncor1ΔIDΔCEI et Ncor1ΔExon11ΔCEI  Nous avons utilisé le logiciel IPA afin de générer une analyse comparative des transcrits de gènes modulés dans les animaux mâles Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois et 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois (Figure 23). La voie de signalisation des récepteurs nucléaires VRD/RXR est prédite pour être activée dans les trois groupes expérimentaux (Figure 23A). Le logiciel IPA prédit également que plusieurs régulateurs potentiels sont communs entre les trois groupes expérimentaux. Le IL10RA (Interleukin 10 receptor, alpha) et le FT TRIM24 (Transcription intermediary 
factor 1-alpha) sont prédits pour être inhibés. Tandis que plusieurs molécules associées à la réponse inflammatoire sont prédites pour être activées comme IL-2, TNF, poly rI :rC-RNA (ARN double brin), IFNB1 (Interferon beta), IL-15 (Interleukine-15), IKBKB (Figure 23B). Finalement, cette analyse IPA montre que plusieurs maladies et fonctions biologiques sont communes entre les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 
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mois comme le transport des ions et la formation de néoplasmes et de tumeurs digestives qui sont des catégories prédites pour être activées. Cependant, nous n’observons pas de catégories communes entre les trois groupes expérimentaux à l’exception de la catégorie « développement des organes sensoriels » qui est prédite pour être inhibée (Figure 23C).  
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Figure 21: Analyse IPA des transcrits de gènes prédits pour être modulés dans les souris mâles 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. 411 transcrits de gènes sont prédits pour être modulés de plus de 1,5 
fois et de façon significative (P-value < 0,05) dans les souris Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. (A) Graphique montrant le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant augmentés ou diminués par rapport au nombre total de transcrits de gènes prédits pour être modulés. (B) Graphique présentant les voies de signalisation auxquelles sont associées les gènes dont l'expression est modulée dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. Pour chacune des voies de signalisation, une valeur de P-value est associée et présentée sous la forme de -log(P-value). Une valeur minimale de P-value de 0,05 est associée à une valeur -log(P-value) = 1,3. Un ratio est également associé à chacune des voies de signalisation présentée dans le graphique. Le ratio représente le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant modulés par rapport au nombre total de transcrits de gènes étant associés à chacune des voies de signalisation dans la base de données de IPA. Un ratio de 1 équivaut à 100%. Les voies de signalisation représentées dans ce graphique ont un P-value ≤ 0,05 et une valeur minimale de 
"activation z-score". (C) Tableau présentant les régulateurs potentiels des gènes modulés dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois ainsi que le nombre de molécules dont la modulation dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois peut être associée à ce régulateur. Les régulateurs potentiels présentés dans ce tableau ont été sélectionnés selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de 
"activation z-score" ≥ 2 ou ≤ -2. (D) Tableau présentant les différentes catégories de maladies/ fonctions biologiques étant prédites pour être altérées dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. Les catégories présentées dans ce tableau ont été sélectionnées selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de 
"activation z-score" ≥ 2 ou ≤ -2. Il est a noter que dans IPA, une valeur de "activation z-score" ≥ 2 
correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu) de la voie de signalisation, de l'effet du régulateur ou de la fonction biologique/maladie.     
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Figure 22: Analyse IPA des transcrits de gènes prédits pour être modulés dans les souris mâles 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois. 728 transcrits de gènes sont prédits pour être modulés de plus de 
1,5 fois et de façon significative (P-value < 0,05) dans les souris Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois. (A) Graphique montrant le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant augmentés ou diminués par rapport au nombre total de transcrits de gènes prédits pour être modulés. (B) Graphique présentant les voies de signalisation auxquelles sont associés les gènes dont l'expression est modulée dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 mois. Pour chacune des voies de signalisation, une valeur de P-value est associée et présentée sous la forme de -log(P-value). Une valeur minimale de P-value de 0,05 est associée à une valeur -log(P-value)= 1,3. Un ratio est également associé à chacune des voies de signalisation présentée dans le graphique. Le ratio représente le pourcentage de transcrits de gènes prédits comme étant modulés par rapport au nombre total de transcrits de gènes étant associés à chacune des voies de signalisation dans la base de données de IPA. Un ratio de 1 équivaut à 100%. Les voies de signalisation représentées dans ce graphique ont un P-value ≤ 0,05 et une valeur de "activation 
z-score" ≥ 0,3. (C) Tableau présentant les régulateurs potentiels des gènes modulés dans les animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois ainsi que le nombre de molécules dont la modulation dans les animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois peut être associée à ce régulateur. Les régulateurs potentiels présentés dans ce tableau ont été sélectionnés selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de "activation z-score" ≥ 
2 ou ≤ -2. (D) Tableau présentant les différentes catégories de maladies/ fonctions biologiques prédites comme étant altérées dans les animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI à 10 mois. Les catégories présentées dans ce tableau ont été sélectionnées selon une valeur de P-value ≤ 0,05 et une valeur de "activation z-score" ≥ 2 
ou ≤ -2 à l'exception de la catégorie "Cancer, Maladies gastro-intestinales, Blessure et anormalité de l'organisme" qui a été sélectionnée en fonction de la pertinence au projet et au nombre élevé de molécules y étant associées. Il est a noter que dans IPA, une valeur de "activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu) de la voie de signalisation, de l'effet du régulateur ou de la fonction biologique/maladie. 
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Figure 23 : Analyse comparative de IPA des transcrits de gènes prédits pour être modulés dans 
les souris Ncor1ΔIDΔCEI  à 3 mois et Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois. Les transcrits de gènes prédits pour être modulés de plus de 1,5 fois et de façon significative (P-value < 0,05) dans les trois groupes d’animaux ont été comparés par IPA. (A) Graphique présentant la comparaison des voies de signalisation auxquelles sont associés les gènes dont l'expression est prédite pour être modulée dans les animaux mâles Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois et Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois. Les voies de signalisation représentées dans ce graphique sont présentées en fonction de leur valeur de "activation z-score". Une valeur de "activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis 
qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu) (B) Graphique présentant la comparaison des régulateurs potentiels des gènes prédits pour être modulés dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI à 3 mois et 
Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois. Les régulateurs potentiels représentés dans ce graphique sont présentés en fonction de leur valeur de "activation z-score". Une valeur de "activation z-score" ≥ 2 
correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu). (C) Graphique présentant la comparaison des maladies et des fonctions biologiques auxquelles sont associés les gènes prédits pour être modulés dans les animaux Ncor1ΔIDΔCEI 
à 3 mois et Ncor1ΔExon11ΔCEI à 2 et 10 mois. Les régulateurs potentiels représentés dans ce graphique sont présentés en fonction de leur valeur de "activation z-score". Une valeur de "activation z-score" ≥ 2 
correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu). 
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2. Étude des conséquences de la perte fonctionnelle de NCOR1 dans 
les CCCHs 
 
2.1 Conséquences de la perte d’expression de la protéine NCOR1 dans les 
cellules CCCHs  Nous avons utilisé une approche par interférence à ARN afin de diminuer l’expression de NCOR1 dans les CCCHs. Nous avons utilisé les lignées cellulaires Caco-2/15 et HT-29 que nous avons infectées avec des lentivirus exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou des shARN dirigés contre les ARN messagers de NCOR1 (shNCOR1_654, 655, 656 et 657). Les cellules ont été mises en contact avec les lentivirus pour une période de 48 heures. Par la suite, nous avons effectué une sélection à l’aide de puromycine pour une période maximale de 7 jours. Les phénotypes ont été observés à 3 et à 7 jours suivant l’infection des cellules (Figure 24A). Lors des premières expériences réalisées avec les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655, nous avons remarqué que la morphologie des cellules shNCOR1_655 était très différente comparativement aux cellules témoins. Les cellules étaient aplaties, vacuolisées et la vitesse de prolifération de ces cellules semblait réduite par rapport aux cellules témoins.  Nous avons utilisé le PCR en temps réel afin de mesurer les niveaux résiduels du transcrit du gène NCOR1 dans nos deux modèles cellulaires. Nous avons observé que l’utilisation du shNCOR1_655 mène à une réduction d’environ 80 % de l’expression des transcrits de NCOR1 dans les cellules Caco-2/15 (Figure 24B) et HT-29 (Figure 24C). Puisque le shNCOR1_655 était le plus efficace des 4 shARN utilisés, nous avons choisi celui-ci pour réaliser nos expériences. Nous avons effectué des courbes de prolifération cellulaire en dénombrant le nombre de cellules à différents jours suivant l’ensemencement de celles-ci. Nous avons confirmé que la diminution de l’expression de NCOR1 dans les modèles Caco-2/15 et HT-29 mène à un important ralentissement de la prolifération cellulaire (Figure 24D & 24E). Nous avons de plus observé que les cellules HT-29 shNCOR1_655 sont incapables de croître en indépendance d’ancrage 
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(Figure 24F). De plus, nous avons effectué des essais de formation de clones et nous avons observé que les cellules dont l’expression de NCOR1 est réduite ne retiennent pas la capacité de former des colonies comme le font les cellules témoins (Figure 24G). Ces résultats suggèrent que la protéine NCOR1 est requise pour la croissance des CCCHs en culture et en conditions d’indépendance d’ancrage.  Nous avons également remarqué que les cellules shNCOR1_655 adhéraient plus difficilement au plastique lors des passages cellulaires. Nous avons réalisé des essais d’adhésion cellulaire en ensemençant 1 X 106 cellules par condition. Nous avons mesuré le nombre de cellules en suspension se trouvant dans le milieu de culture après une incubation de 16 heures. Nous avons observé un nombre significativement plus élevé de cellules shNCOR1_655 en suspension comparativement aux cellules témoins, et ce, dans nos deux modèles cellulaires (Figure 25A). Afin de valider la viabilité des cellules adhérées versus les cellules en suspension, nous avons effectué des immunobuvardages pour détecter la protéine PARP (polyADP ribose polymerase) ainsi que son fragment clivé. Cette protéine est un substrat de la caspase 3 pro-apoptotique et son clivage est associé à l’activation de la cascade apoptotique et à la mort cellulaire (Oliver et al., 1998; Kauppinen et al., 2006). Nous avons observé que les cellules adhérées, autant témoins que shNCOR1_655, sont négatives pour le fragment clivé de PARP. Ceci suggère que les cellules témoins et shNCOR1_655 adhérées sont vivantes. Les cellules en suspension montrent des niveaux d’intensité similaires du fragment clivé de la protéine PARP aux témoins positifs d’anoïkose ayant été ensemencés sur des pétris recouverts de polyHema (Figure 25B). 
168 
 
 
 
169 
 
Figure 24 : La réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines mène à un ralentissement de la prolifération et à une diminution du potentiel 
tumorigénique de ces cellules. (A) Schéma explicatif des expériences effectuées avec les lentivirus permettant l’expression de shARN dirigés contre NCOR1. (B) Validation des shARN dirigés contre NCOR1 par une analyse q-PCR. Les niveaux d’expression du transcrit de NCOR1 ont été mesurés à partir d’extraits d’ARN totaux de cellules (7 jours après l’infection) Caco-2/15 (n = 3 ; moyennes ± les SEM) et 
(C) de cellules HT-29 (n = 4 ; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme références. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; 
P < 0,01, ****; P < 0,0001). (D) Décomptes cellulaires effectués à 1, 2, 3, 5 et 7 jours suivant l’ensemencement d’un nombre fixe de cellules Caco-2/15 et HT-29 (E) (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Des tests ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05, ***; P < 0,001). (F) Photographies représentatives d’un essai de croissance en indépendance d’ancrage (agarose mou) dans les cellules HT-29. Le logiciel Image J a été utilisé pour dénombrer le nombre de colonies présentes dans chacune des conditions (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Un test T de Student a été utilisé pour mesurer la significativité des résultats (***; P < 0,001). (G) Essais de formation de clones effectués dans les cellules Caco-2/15 et HT-29. Les colonies ont été colorées au violet de cristal 14 jours après l’ensemencement de 1000 cellules de chacune des populations (n = 3).  
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Figure 25 : La réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines entraine une réduction de l’adhésion cellulaire. (A) Décompte du nombre de cellules en suspension 16 heures après l’ensemencement de 1 X 106 cellules (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (***; P < 0.001, ****; P < 0.0001). (B) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine PARP complète ainsi que la portion clivée lors d’une activation de la cascade apoptotique. Les immunobuvardages ont été effectués à partir d’extraits protéiques totaux provenant de cellules Caco-2/15 et HT-29 étant soit adhérées, en suspension (16 heures après l’ensemencement) ou ayant été ensemencées sur un pétri recouvert de polyHema (n = 3). Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. 
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2.2 Les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 adhérées sont 
sénescentes  Ayant démontré que les cellules shNCOR1_655 adhérées sont vivantes et ayant remarqué un important changement de leur morphologie, nous avons émis l’hypothèse que ces cellules sont sénescentes. Nous avons effectué des immunobuvardages pour détecter les protéines NCOR1 et le variant d’histone γH2A.X phosphorylé sur la sérine 139 (Figure 26). Cette protéine est un marqueur classique des cellules sénescentes et de l’activation de la signalisation lorsqu’il y a des dommages à l’ADN (Burton et Krizhanovsky, 2014). Nous avons constaté que dans les cellules Caco-2/15, les niveaux protéiques de NCOR1 sont fortement réduits dans les cellules qui expriment l’un des quatre shARN dirigés contre NCOR1 (Figure 26A). De plus, nous avons noté une forte induction de l’intensité de la bande correspondant à la protéine γH2A.X phosphorylée sur la sérine 139 dans les extraits des cellules exprimant très faiblement NCOR1. Un résultat similaire a été obtenu avec les cellules HT-29 exprimant les 4 shARN dirigés contre NCOR1 (Figure 42, annexes). Ce résultat nous porte à croire que la perte de NCOR1 dans ces cellules mène à l’apparition de dommages à l’ADN. Nous avons coloré les cellules avec une solution de X-gal, le substrat de la β-galactosidase, afin de confirmer le phénotype de sénescence (Figure 26B). Nous avons noté que l’utilisation des quatre shARN dirigés contre NCOR1 mène à l’apparition de cellules positives pour cette coloration, et ce, dans les deux lignées cellulaires utilisées. Cependant, le marquage est plus fort dans les cellules Caco-2/15 que dans les cellules HT-29. Des décomptes cellulaires seront nécessaires afin de quantifier le nombre de cellules positives pour ce marqueur.  Finalement, nous avons mesuré l’expression de deux gènes dont l’expression corrèle avec la présence d’un phénotype de sénescence cellulaire soit CDKN1A (p21) et CXCL8 (IL-8) (Figure 26C & 26D). Nous avons utilisé des extraits d’ARN totaux provenant des cellules Caco-2/15 et HT-29 à 3 et 7 jours suivant l’infection avec les lentivirus permettant d’exprimer le shNonTarget ou le shNCOR1_655. Nous avons comparé les cellules shNCOR1_655 avec les cellules témoins et nous avons observé une induction significative de CDKN1A dans les Caco-2/15 dès 3 jours et devenant plus soutenue à 7 jours. Il est à noter que cette 
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induction n’est pas observée dans le modèle HT-29. Pour CXCL8, nous avons noté une tendance à l’augmentation, bien que non significative, dès 3 jours pour les deux lignées cellulaires utilisées. Cette augmentation est significative et plus soutenue à 7 jours dans le modèle Caco-2/15. Somme toute, les cellules HT-29 présentent un phénotype de sénescence cellulaire qui est moins important que celui observé dans le modèle Caco-2/15.    
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Figure 26 : La réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines mène à l’apparition d’un phénotype de sénescence cellulaire. (A) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine NCOR1 et la phosphorylation de la sérine 139 de γH2A.X. Des d’extraits protéiques totaux provenant de cellules Caco-2/15 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 3). Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. (B) Coloration β-galactosidase réalisée sur les cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget ou l’un des quatre shNCOR1. Les cellules ont été utilisées 7 jours après l’infection avec les lentivirus et ont été mises en contact avec la solution de coloration pour 3,5 et 8,5 heures respectivement. (C) Analyse q-PCR de l’expression des transcrits des gènes CDKN1A (p21) et 
CXCL8 (D) réalisée sur des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget ou le shNCOR1_655. Les cellules ont été utilisées à 3 et à 7 jours après l’infection avec les lentivirus (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme références. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05, **; P < 0,01).  
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2.3 Les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 présentent un 
phénotype sécrétoire associé à la sénescence (SASP)  L’expression de la chimiokine CXCL8 est bien connue pour être augmentée dans la sénescence cellulaire (Lasry et Ben-Neriah, 2015). Le phénotype sécrétoire associé à la sénescence cellulaire regroupe de nombreux gènes associés à l’inflammation. Nous avons utilisé la trousse « Human cytokine Array Panel A » (R & D) afin de vérifier si d’autres protéines associées à l’inflammation seraient augmentées dans nos cellules shNCOR1_655. Cette expérience a été réalisée avec du milieu de culture conditionné, récolté 48 heures après la privation en sérum des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNonTarget et shNCOR1_655. Nous avons identifié les protéines CXCL1, CXCL8, sICAM-1 (Soluble intercellular adhesion molecule-1) et MIF (Macrophage migration 
inhibitory factor) comme étant augmentées dans les cellules shNCOR1_655 comparativement aux cellules témoins (Figure 27A). Afin de confirmer ces résultats, des ELISA spécifiques ont été réalisés pour quantifier chacune de ces cibles (Figure 27B, C, D et E). Ces résultats ont permis de mettre en évidence que la perte de NCOR1 dans les Caco-2/15 entraine une augmentation significative de la sécrétion des protéines CXCL1, CXCL8, MIF et sICAM-1 dans le milieu de culture de ces cellules. De plus, des augmentations significatives des protéines CXCL1, CXCL8 et MIF ont également été observées dans les cellules HT-29 shNCOR1_655. Puisque ces 4 protéines sont associées au SASP, nos résultats suggèrent qu’en plus d’être sénescentes, les cellules shNCOR1_655 présentent un phénotype sécrétoire associé à la sénescence cellulaire. 
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Figure 27 : La réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines mène à l’apparition du phénotype sécrétoire associé à la sénescence cellulaire (SASP). Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ayant intégré un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection) ont été privées en sérum et le milieu conditionné fut récolté après 48 heures. L’expression protéique de cytokines et chimiokines connues pour être augmentées dans le SASP a été mesurée avec la trousse « Human cytokine Array Panel A (R & D) » (A). Des ELISA spécifiques ont été utilisés pour confirmer les résultats; CXCL1 (B), CXCL8 (C), MIF (D), sICAM-1 (E) (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0,01, ****; P < 0,0001). 
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2.4 La croissance tumorale des cellules HT-29 in vivo est diminuée par la 
diminution de l’expression de NCOR1  Nous avons réalisé des expériences de xénogreffes chez la souris nue avec les cellules HT-29 ayant intégré le shNonTarget ou le shNCOR1_655. Suite à l’injection sous-cutanée des cellules dans la partie dorsale des souris, nous avons suivi l’évolution des tumeurs en mesurant la longueur et la largeur de celles-ci sur une base régulière (Figure 28). Nous avons démontré que la réduction de l’expression de NCOR1 affecte la croissance tumorale des cellules HT-29 in vivo. Nous avons noté une réduction significative de la croissance des cellules shNCOR1_655 par rapport aux cellules témoins. Le poids des tumeurs au moment du sacrifice des souris était diminué suivant la même tendance dans les cellules shNCOR1_655 par rapport aux cellules témoins (Figure 28C). 
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Figure 28 : La diminution de l’expression de NCOR1 entraine une diminution de la croissance 
tumorale in vivo. Des xénogreffes ont été réalisées avec des souris femelles nu/nu âgées de 4 à 6 semaines. (A) Photographies représentatives de celles-ci au moment de leur sacrifice 32 jours après l’injection des cellules HT-29 ayant intégré le shNonTarget ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection). Les cellules ont été injectées de façon sous-cutanée au niveau des omoplates et des hanches dans 5 animaux/condition (1 X 106 de cellules/site resuspendues dans 0,1 mL de DMEM, 4 sites/souris). 
(B) Graphique représentant le poids moyen des tumeurs des omoplates au moment du sacrifice (n = 2 (2 X 5 souris/condition) ; moyennes ± les SEM). (C) Courbes de croissance tumorale réalisées en mesurant les tumeurs des omoplates sur la longueur et la largeur et en utilisant la formule (d2X D)/2 pour calculer le volume des tumeurs. Des tests ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (***; P < 0.001, ****; P < 0.0001). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*, P < 0.05 ; ****, P < 0.0001). 
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2.5 Caractérisation des mécanismes moléculaires par lesquels NCOR1 
contrôle la sénescence cellulaire dans les cellules épithéliales intestinales  
2.5.1 Étude du transcriptome des cellules shNCOR1_655 par séquençage de 
l’ARN  Afin de mieux comprendre le rôle transcriptionnel de NCOR1 et de déterminer les réseaux de gènes qui sont contrôlés par le complexe de répression de NCOR1, nous avons procédé au séquençage des ARN des cellules Caco-2/15 et shNCOR1_655. Les ARN totaux ont été extraits des cellules 7 jours après l’infection initiale et les ARNs ont été envoyés pour être séquencés au centre d’innovation de Génome Québec et de l’Université McGill (n=3). Nous avons utilisé le logiciel IPA afin de générer une analyse comparative des gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 (Figure 29).  
2.5.1.1 Confirmation de la présence du SASP et de la sénescence cellulaire dans les 
cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655  Nous avons comparé les gènes communs étant induits ou diminués dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Nous avons obtenu un total de 424 gènes, 264 gènes induits contre 160 diminués qui étaient modulés de plus de 2 fois et qui avaient une valeur de P-value égale ou plus petite de 0,05 (Tableau 17, annexes). Ces résultats nous ont permis de confirmer que plusieurs gènes associés au SASP sont induits dans les cellules shNCOR1_655 (Tableau 18, annexes). De plus, lorsque nous avons analysé les résultats avec IPA nous avons identifié plusieurs gènes associés à la sénescence cellulaire (Tableau 19, annexes). 
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Figure 29 : Analyse comparative de IPA des gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 
shNCOR1_655 à 7 jours. Les gènes modulés de plus de 1,5 fois et de façon significative (P-value < 0,05) dans les deux groupes expérimentaux ont été comparés par IPA. (A) Graphique présentant la comparaison des voies de signalisation auxquelles sont associés les gènes dont l'expression est modulée dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 à 7 jours. Les voies de signalisation représentées dans ce graphique sont présentées en fonction de leur valeur de "activation z-score". Une valeur de 
"activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis qu'une 
valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu) (B) Graphique présentant la comparaison des régulateurs potentiels des gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 à 7 jours. Les régulateurs potentiels représentés dans ce graphique sont présentés en fonction de leur valeur de 
"activation z-score". Une valeur de "activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative 
d'activation (orange) tandis qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu). (C) Graphique présentant la comparaison des maladies et des fonctions biologiques auxquelles sont associés les gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 à 7 jours. Les régulateurs potentiels représentés dans ce graphique sont présentés en fonction de leur valeur de "activation z-score". Une valeur de "activation z-score" ≥ 2 correspond à une prédiction significative d'activation (orange) tandis 
qu'une valeur ≤ -2 est associée à une inhibition (bleu).  
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2.5.1.2 Le facteur de pluripotence SOX2 est induit lorsque l’expression de NCOR1 
est réduite dans les CCCHs.  Parmi les gènes modulés dans l’analyse RNAseq, nous avons identifié le gène SOX2 qui est induit de 2,39 et de 20,56 fois dans les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 respectivement. Le gène SOX2 est associé à la pluripotence cellulaire (Sarkar et Hochedlinger, 2013). Nous avons confirmé l’induction de SOX2 dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 à 3 et 7 jours suivant l’infection de celles-ci par une analyse de PCR en temps réel (Figure 30A). Une induction significative de l’expression du transcrit de SOX2 a été observée dans les deux lignées cellulaires à 3 et 7 jours. Par la suite, nous avons réalisé des immunobuvardages afin de démontrer l’induction protéique de SOX2 dans les cellules shNCOR1_655 et les shNCOR1_656 (Figure 30B). Nous observons que les Caco-2/15 expriment un fort niveau basal de cette protéine alors que dans les HT-29 la protéine SOX2 n’est pas détectable dans les cellules shNonTarget. La diminution de l’expression de NCOR1 par l’utilisation des shNCOR1_655 et shNCOR1_656 entraîne une augmentation de la protéine SOX2 comparativement aux cellules témoins shNonTarget.  
2.5.2 Étude du protéome des cellules shNCOR1_655 par spectrométrie de masse  Nous avons utilisé une deuxième approche afin de déterminer la composition du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNonTarget et shNCOR1_655. Nous avons utilisé l’approche SILAC afin de réaliser une expérience de spectrométrie de masse quantitative (Figure 31).   
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Figure 30 : La diminution de l’expression de NCOR1 dans les lignées cancéreuses colorectales 
humaines Caco-2/15 et HT-29 entraîne l’augmentation de l’expression du facteur de 
pluripotence SOX2. (A) Analyse q-PCR de l’expression du transcrit du gène SOX2 réalisée sur des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget ou le shNCOR1_655. Les ARNs des cellules ont été extraits à 3 et à 7 jours suivant l’infection avec les lentivirus (n = 3; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme gène de référence. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P <0.05, ****; P <0.0001). (B) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine SOX2. Des d’extraits protéiques totaux provenant de cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655  (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 3). 
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Figure 31 : Analyse de la composition du protéome des cellules shNCOR1_655 par spectrométrie 
de masse quantitative. (A) Schéma représentatif du protocole expérimental utilisé pour déterminer la composition du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant un shNonTarget ou le shNCOR1_655. Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été infectées avec des lentivirus permettant l’expression de shARN dirigés contre les transcrits du gène NCOR1. Des extraits protéiques totaux ont été préparés à partir des cellules ayant été cultivées dans les milieux SILAC différents et extraites à 3 et 7 jours suivant l’infection de celles-ci (n = 3). Les lysats cellulaires ont été migrés sur un gel SDS-page et les protéines ont été digérées directement dans le gel par la trypsine. Les peptides ont été identifiés par spectrométrie de masse MS/MS et les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel Max Quant.  
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2.5.2.1 Les voies de signalisation de mTOR et de synthèse protéique (eIF2) sont 
diminuées dans les cellules shNCOR1_655.  Suite à l’analyse des peptides présents dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 par spectrométrie de masse, nous avons procédé à l’analyse des données à l’aide du logiciel IPA. Nous avons effectué une analyse de comparaison afin de déterminer quelles voies de signalisation sont modulées dans nos deux lignées cellulaires shNCOR1_655. L’analyse du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 a permis de mettre en évidence que les voies de signalisation de mTOR et de synthèse protéique de eIF2 (Eukaryotic Initiation Factor 2) sont prédites pour être diminuées dans les cellules dont l’expression de NCOR1 est réduite (Figure 33). 
 Nous avons effectué une analyse de PCR en temps réel afin de mesurer l’expression des transcrits de 4 gènes associés au complexe mTORC1, MTOR, DEPTOR (DEP domain 
containing MTOR-interacting protein), RPTOR (Regulatory associated protein of MTOR, 
complex 1) et RICTOR (RPTOR independent companion of MTOR, complex 2) (Figure 33A-D). Nos résultats montrent une tendance à la baisse d’environ 25 % dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655 de même qu’une diminution significative d’environ 25 % dans les cellules HT-29 shNCOR1_655 à 3 jours pour l’expression de MTOR. Nous observons également que l’expression de DEPTOR est fortement diminuée dans les Caco-2/15 shNCOR1_655 à 3 et 7 jours. Cette diminution est significative à 3 jours. De plus, dans les HT-29 nous notons une diminution, bien que non significative de l’expression de ce transcrit à 3 et 7 jours. L’expression du gène RPTOR est quant à lui diminuée de manière significative d’environ 25 % à 3 jours dans les deux lignées cellulaires. La même tendance est observable dans les deux lignées à 7 jours. Finalement, nous n’observons aucune modulation significative de l’expression de 
RICTOR dans les deux lignées cellulaires exprimant le shNCOR1_655 mis à part une légère augmentation significative dans les Caco-2/15 shNCOR1_655 à 7 jours. Ces résultats suggèrent que l’expression des gènes impliqués dans le complexe mTORC1 est diminuée dans les cellules shNCOR1_655. Ces résultats corrèlent avec nos résultats préliminaires de l’analyse du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 
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shNCOR1_655 par spectrométrie de masse qui suggèrent que la voie mTOR est diminuée dans nos cellules shNCOR1_655.  Nous avons vérifié par immunobuvardages une des protéines en aval de cette voie de signalisation, la protéine ribosomale S6 (Figure 33E). La diminution de la phosphorylation spécifique de cette protéine au niveau des sérines 235 et 236 corrèle avec une diminution de l’activité de la voie. De plus, il est connu qu’une diminution de la voie de signalisation de mTOR est souvent associée avec une augmentation de l’autophagie (R. C. Wang et Levine, 2010). Nous avons effectué des immunobuvardages afin de mesurer les niveaux de la protéine LC3 II (Light chain 3) qui est un marqueur bien caractérisé de l’autophagie. Nous notons une augmentation de ce marqueur dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1 et de manière plus soutenue dans le shNCOR1_656.   
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Figure 32: Les voies de mTOR et de synthèse protéique eIF2 sont prédites pour être diminuées 
dans les cellules shNCOR1_655 à 7 jours. Suite à l’expérience de spectrométrie de masse, les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel IPA. Un total de 113 et 170 protéines sont modulées de plus de 1,2 fois et de façon significative (P-value < 0,05) dans les Caco-2/15 et les HT-29 respectivement. (A) Tableau montrant la valeur du score -log(p-value). Cette valeur nous donne une valeur de P-value pour chacune des voies de signalisation auxquelles sont associées les protéines identifiées par spectrométrie de masse. Plus la valeur de P-value est élevée, plus significative est l’association des protéines avec la voie de signalisation. (B) Schéma représentatif de la voie de signalisation de mTOR. Les protéines marquées en vert sont diminuées dans la voie de signalisation de mTOR lorsque les cellules expriment de faibles niveaux de la protéine NCOR1 (Caco-2/15 shNCOR1_655).  
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Figure 33 : L’activité de la voie de signalisation de mTOR semble diminuée dans les cellules Caco-
2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Analyse q-PCR de l’expression des transcrits des gènes MTOR (A), 
DEPTOR (B), RPTOR (C) et  RICTOR (D) réalisée sur des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget ou le shNCOR1_655. Les ARNs des cellules ont été extraits à 3 et à 7 jours suivant l’infection avec les lentivirus (n = 3; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme gène de référence. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P <0.05, **; P <0.01). (E) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine ribosomale S6 de même que la phosphorylation spécifique de celle-ci au niveau des sérines 235 et 236. Ces protéines permettent de valider la diminution de l’activité de la voie de signalisation de mTOR. Nous avons également effectué un immunobuvardage pour détecter la protéine LC3B-II afin de mesurer l’augmentation de l’autophagie dans les shARN dirigés contre NCOR1. Des d’extraits protéiques totaux provenant de cellules Caco-2/15 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou les shNCOR1 (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 2).  Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. 
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3. Caractérisation des mécanismes moléculaires par lesquels NCOR1 
contrôle ses cibles transcriptionnelles dans les cellules épithéliales 
intestinales. 
 
3.1 Identification de nouveaux partenaires d’interaction potentiels de 
NCOR1 par spectrométrie de masse quantitative.  Puisque l’un des aspects du projet porte sur le rôle de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire, et que nos résultats ont montrés que dans ce contexte particulier le complexe de répression de NCOR1 n’est pas dégradé tel que publié dans les études réalisées à partir de macrophages, nous voulions déterminer si la composition du complexe de répression de NCOR1 varie au cours de la réponse inflammatoire (Ogawa et al., 2004). Nous avons donc comparé par spectrométrie de masse la composition du complexe de répression de NCOR1 lors d’un stress inflammatoire (cellules traitées avec l’IL-1β pour une période de 30 minutes) versus en condition de base (cellules non traitées).   Cette approche avait pour but d’identifier les mécanismes moléculaires par lesquels le corépresseur NCOR1 contrôle ses cibles transcriptionnelles dans les CCCHs. Nous avons effectué une expérience de spectrométrie de masse quantitative en utilisant l’approche SILAC. Nous avons immunoprécipité la protéine NCOR1 et nous avons utilisé la spectrométrie de masse pour identifier les protéines interagissant avec NCOR1 (Figure 34A). Puisque la composition du complexe de répression de NCOR1 est bien caractérisée dans plusieurs modèles cellulaires, nous voulions déterminer si sa composition est similaire dans les CCCHs. Nous avons utilisé la lignée Caco-2/15 afin de réaliser cette expérience. L’approche SILAC nous a permis d’identifier plusieurs protéines ayant le potentiel d’interagir avec le corépresseur NCOR1 (Tableau 9). Nous avons rapporté graphiquement l’intensité des peptides identifiés dans les cellules non traitées et ayant servi à immunoprécipiter la protéine NCOR1 (condition A) en fonction du ratio d’enrichissement des peptides identifiés dans les cellules non traitées (condition A) par rapport au témoin négatif (extraits cellulaires 
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immunoprécipités avec des IgG). Ce graphique nous a permis d’identifier des protéines interagissant potentiellement avec NCOR1 dans les cellules non traitées (Figure 34B). Par la suite, nous avons rapporté graphiquement l’intensité des peptides identifiés dans les cellules traitées pour 30 minutes avec l’IL-1β et ayant servi à immunoprécipiter la protéine NCOR1 (condition B) en fonction du ratio d’enrichissement des peptides identifiés dans les cellules traitées (condition B) par rapport à ceux présents dans le témoin négatif ayant reçu les IgG. Ce graphique nous a permis d’identifier des protéines interagissant potentiellement avec NCOR1 dans les cellules traitées avec de l’IL-1β (Figure 34C). Cette expérience nous a permis de confirmer la présence de partenaires d’interaction connus de NCOR1 tels que les protéines HDAC3 et TBL1XR1 (Transducin (beta)-like 1 X-linked receptor 1). Nous avons également identifié des protéines associées au complexe PAF1 (Homolog, 
Paf1/RNA polymerase II complex component) et au SEC (Super elongation complex) comme étant potentiellement capables d’interagir avec NCOR1 (Tableau 9). De plus, ces protéines étaient à la fois présentes dans les cellules non traitées et celles traitées avec de l’Il-1β suggérant par le fait même que la composition du complexe de répression de NCOR1 ne varie pas beaucoup en fonction de la réponse inflammatoire générée par la stimulation des cellules avec l’IL-1β.  Finalement, nous avons rapporté graphiquement l’intensité des peptides présents dans les cellules traitées avec l’IL-1β et ayant servi à immunoprécipiter la protéine NCOR1 (condition B) en fonction du ratio d’enrichissement des peptides présents dans les cellules traitées (condition B) par rapport à ceux présents dans les cellules non traitées (condition A). Ce graphique nous permet d’identifier des protéines n’interagissant pas avec NCOR1 en condition basale, mais uniquement en condition inflammatoire. Nous avons identifié 23 protéines étant enrichies dans la condition B dont la protéine SMARCA4 (aussi connue sous le nom de BRG1 (Brahma-related gene 
1)) (Figure 34D et tableau 10). Bien que très intéressante, la reproductibilité de cette interaction fut très variable d’une expérience de co-immunoprécipitation à l’autre (données non présentées).  
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Figure 34 : Identification de nouveaux partenaires d’interaction de NCOR1 par spectrométrie de 
masse quantitative. (A) Schéma représentatif du protocole expérimental utilisé pour identifier de nouveaux partenaires d’interaction potentiels de NCOR1. Des extraits protéiques nucléaires de cellules Caco-2/15 préparés avec les milieux SILAC ont été utilisés pour immunoprécipiter la protéine NCOR1. 
(B) Graphique représentant l’intensité des peptides présents dans la condition A (cellules non traitées ayant été utilisées pour réaliser l’immunoprécipitation de NCOR1) versus le ratio des peptides identifiés dans la condition A/témoin négatif (IgG). Ce graphique nous permet d’identifier des protéines interagissant potentiellement avec NCOR1 dans les cellules non traitées. (C) Graphique représentant l’intensité des peptides présents dans la condition B (cellules traitées pendant 30 minutes avec de l’IL-1β (10 ng/mL) et ayant été utilisées pour réaliser l’immunoprécipitation de NCOR1) versus le ratio des peptides identifiés dans la condition B/témoin négatif (IgG). Ce graphique nous permet d’identifier des protéines interagissant potentiellement avec NCOR1 dans les cellules traitées avec de l’IL-1β. (D) Graphique représentant l’intensité des peptides présents dans la condition B (cellules traitées pendant 30 minutes avec de l’IL-1β et ayant été utilisées pour réaliser l’immunoprécipitation de NCOR1) versus le ratio des peptides identifiés dans la condition B/condition A. Ce graphique nous permet d’identifier des protéines interagissant potentiellement avec NCOR1 seulement dans les cellules traitées avec de l’IL-1β (n = 1). 
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Tableau 9 : Protéines identifiées par SILAC comme étant des partenaires d’interaction potentiels de NCOR1 dans les cellules non traitées (voir figure 34C). Les informations présentées dans ce tableau sont tirées de la base de données Uniprot. 
Symbole Nom de la protéine Fonction biologique Fonction moléculaire 
Complexe de répression de NCOR1 
NCOR1 Nuclear receptor corepressor 1 Régulation de la transcription Répresseur transcriptionnel 
HDAC3 Histone deacetylase 3 Régulation de la transcription Modification des histones Répresseur transcriptionnel 
TBL1XR1/TBLR1 transducin (beta)-like 1 X-linked receptor 1 Régulation de la transcription Voie de conjugaison des  ubiquitine ligases Activateur transcriptionnel Régulateur de la chromatine Répresseur transcriptionnel 
Complexe PAF1  
LEO1 RNA polymerase-associated protein LEO1 Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Activateur transcriptionnel 
PAF1 
RNA polymerase II-associated factor 1 homolog  (Replicative senescence down-regulated leo1-like protein) 
Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Suppresseur de tumeurs 
CTR9 RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Interagit avec l'ARN polymérase II 
Super elongation complex (SEC) 
ELL RNA polymerase II elongation factor ELL Transcription Régulation de la transcription Régule le processus d’élongation de l’ARN polymérase II 
ELL2 RNA polymerase II elongation factor ELL2 Transcription Régulation de la transcription Régule le processus d’élongation de l’ARN polymérase II 
EAF1 ELL-associated factor 1 Transcription Régulation de la transcription Activateur transcriptionnel de ELL et de ELL2 
Autres protéines  
CHD8 Chromodomain-helicase-DNA-binding protein 8 Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT  
Activateur transcriptionnel Régulateur de la chromatine Hélicase Hydrolase Répresseur transcriptionnel 
PTRF Polymerase I and transcript release factor Transcription Régulation de la transcription Terminaison de la transcription 
Liaison aux transcrits primaires des ARNs ribosomaux  Liaison à la queue poly (A) de l'ARN 
HMBOX1 Homeobox-containing protein 1 Facteur de transcription Répresseur transcriptionnel 
TERF-1 (PIN2)  Telomeric repeat-binding factor 1 Cycle cellulaire Division cellulaire Mitose Liaison à l'ADN Liaison aux télomères Liaison aux microtubules  
  
193 
Tableau 10 : Protéines identifiées par SILAC comme étant des partenaires d’interaction potentiels de NCOR1 dans les cellules Caco-2/15 traitées pendant 30 minutes à l’IL-1β (voir figure 34D). Les informations présentées dans ce tableau sont tirées de la base de données Uniprot. 
Symbole Nom de la protéine Fonction biologique Fonction moléculaire 
Cycle cellulaire 
SMC1A Structural maintenance of chromosomes protein 1A Cycle cellulaire Divison cellulaire Réparation de l'ADN Mitose Méiose 
Liaison à l'ATP Liaison aux nucléotides 
TERF1 (PIN2)  
  
Telomeric repeat-binding factor 1 (NIMA-interacting protein 2) Cycle cellulaire Division cellulaire Mitose Liaison à l'ADN Liaison aux télomères Liaison aux microtubules 
Complexe PAF1 
CTR9 RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Interagit avec l'ARN polymérase II 
LEO1 RNA polymerase-associated protein LEO1 (Replicative senescence down-regulated leo1-like protein) Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Activateur transcriptionnel 
PAF1 RNA polymerase II-associated factor 1 homolog Transcription Régulation de la transcription Voie de signalisation WNT Suppresseur de tumeurs Interagit avec l'ARN polymérase II 
Interaction avec l’ARN 
SFRS6 Pre-mRNA-splicing factor SRP55 Épissage de l'ARNm Maturation de l' ARNm Répresseur transcriptionnel 
DDX18 ATP-dependent RNA helicase DDX18 Défait la structure secondaire de l'ARN Hélicase Hydrolase 
  
RPL1 60S ribosomal protein L1 Traduction des protéines Liaison à la queue poly (A) de l'ARN Protéine ribosomale Liaison à l'ARN Liaison à la queue poly (A) de l'ARN 
PAK1IP1 p21-activated protein kinase-interacting protein 1 Prolifération cellulaire Régulation négative de transduction de signaux Régulation négative de la kinase PAK1 
CSIG (RSL1D1) Cellular senescence-inhibited gene protein (Ribosomal L1 domain-containing protein 1) Régule la sénescence cellulaire en inhibant la traduction de PTEN Régule l'apoptose en réponse à des dommages à l'ADN Liaison à la queue poly (A) de l'ARN 
ASCC3L1 Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1 Épissage de l'ARNm Maturation de l' ARNm Hélicase Hydrolase 
NOL1 Nucleolar protein 1 Maturation de l' ARN ribosomale Régulation positive de la prolifération cellulaire Méthyltransférase Tranférase 
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Métabolisme 
HADHB Trifunctional enzyme subunit beta, mitochondrial Métabolisme des acides gras Métabolisme des gras Acétyltransférase Transférase 
CMAS N-acylneuraminate cytidylyltransferase Métabolismes des sucres aminés Métabolisme du N-acétylneuraminate Nucleotidyltransférase Tranférase 
Transport intracellulaire 
DHC1 Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 Transport rétrograde des vésicules et des organelles sur les microtubules Activité ATPase 
CLTC Clathrin heavy chain 1 Constituant des vésicules (protéine structurelle) Transport intracellulaire de protéines  Liaison aux chaines légères de clathrin Liaison à l'ARN double brin Liaison à la queue poly (A) de l'ARN 
COPA Alpha-coat protein Transport entre le réticulum endoplasmique et le Golgi Transport de protéines Hormone 
Autres protéines 
SHKBP1 SH3KBP1-binding protein 1 Homooligomérisation de protéines Contient 1 domaine BTP (POZ) et 8 domaines WD 
NEB Nebulin Liaison et stabilisation de l'actine-F Constituant structurel des muscles 
BAG2 BAG family molecular chaperone regulator 2 Inhibe l'activité de la chaperone HSP70/HSC70 en favorisant le relâchement du substrat Chaperone 
GLUT3 Glucose transporter type 3, brain Transport du glucose Transporteur transmembranaire de glucose 
PGAM5 Serine/threonine-protein phosphatase PGAM5, mitochondrial Nécrose induite par le TNFa Régulateur de la dynamique mitochondriale Activation de la MAP3K5 (déphosphorylation) Hydrolase Activité phosphatase (sérine/thréonine) 
HMBOX1 Homeobox-containing protein 1 Facteur de transcription Répresseur transcriptionnel 
SMARCA4 
(BRG1) Transcription activator BRG1 Neurogénèse Transcription Régulation de la transcription 
Activateur transcriptionnel Régulateur de la chromatine Hélicase Hydrolase Répresseur transcriptionnel 
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3.1.1 La protéine CHD8 est un nouveau partenaire d’interaction de NCOR1 dans 
les CCCHs.  L’analyse par spectrométrie de masse présentée à la section précédente nous a permis d’identifier un nouveau partenaire potentiel de NCOR1, soit la protéine CDH8, dont l’interaction prédite semblait la plus intense. De manière intéressante, nous avons démontré que la protéine CHD8 n’est pas exprimée dans les cellules épithéliales intestinales normales 18co et HcoEPIC tandis qu’elle est fortement exprimée dans toutes les lignées cancéreuses colorectales utilisées. La protéine NCOR1 est quant à elle bien présente dans les lignées cellulaires normales et cancéreuses mis à part les DLD1, HCT116 et Lovo qui en expriment de plus faibles niveaux (Figure 35A). Nous avons confirmé l’interaction entre les protéines NCOR1 et CHD8 à l’aide d’expériences de co-immunoprécipitations (Figure 35B). Par la suite, nous avons utilisé une approche par shARN afin de diminuer les niveaux de transcrits associés aux gènes 
NCOR1 et CHD8. Nous avons utilisé une approche par PCR en temps réel afin de valider la réduction spécifique de NCOR1 (Figure 35C) et CHD8 (Figure 35D) dans nos cellules. Ces analyses nous ont permis d’observer que la diminution de l’expression de CHD8 par l’utilisation du shCHD8_8 est d’environ 80 %. Cette diminution est également associée à une diminution significative de l’expression de NCOR1 d’environ 25 %. Ceci est observable dans les deux lignées cellulaires utilisées, et ce, à 3 et 7 jours suite à l’infection des cellules avec les lentivirus.  
3.1.2 La diminution de l’expression de CHD8 entraine un phénotype 
intermédiaire par rapport à celui observé dans les cellules exprimant de faibles 
niveaux de NCOR1.  Puisque nous avions démontré que la protéine CHD8 est retrouvée dans le complexe de répression de NCOR1 au niveau des cellules cancéreuses colorectales Caco-2/15, nous avons voulu vérifier si la diminution de l’expression de CHD8 pouvait être associée à l’apparition de la sénescence cellulaire telle que nous avions observé avec les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1. 
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Figure 35 : Validation de l’interaction entre les protéines NCOR1 et CHD8. (A) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine NCOR1 et l’isoforme long de la protéine CHD8L dans les lignées épithéliales intestinales normales de même que dans les lignées cancéreuses colorectales humaines (n = 1). Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. (B) Immunobuvardages représentant les résultats de la co-immunoprécipitation des protéines NCOR1 et CHD8L effectuée à partir d’extraits nucléaires de cellules Caco-2/15 (représentatif d’un n = 3). (C) Analyse q-PCR de l’expression des transcrits des gènes NCOR1 et CHD8 (D) réalisée sur des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget, le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8. Les cellules ont été utilisées à 3 et à 7 jours après l’infection avec les lentivirus (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme gène de référence. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0.05, **; P < 0.01).  
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Nous avons réalisé des décomptes cellulaires dans les Caco-2/15 afin d’étudier la vitesse de prolifération des cellules témoins par rapport aux cellules shCHD8_8 et shNCOR1_655 (Figure 36A). Nous avons observé que la vitesse de prolifération des cellules shCHD8_8 est diminuée par rapport aux cellules témoins, mais que celle-ci est plus rapide que les cellules shNCOR1_655. Par la suite, nous avons effectué des essais de coloration à la β-galactosidase en utilisant une solution de coloration contenant son substrat, le X-gal (Figure 36B). Nous n’avons pas observé la coloration bleue caractéristique des cellules sénescentes dans les cellules shCHD8_8. Nous avons également réalisé des immunobuvardages pour détecter le variant d’histone γH2A.X phosphorylé sur la sérine 139 et nous n’avons pas remarqué d’augmentation significative de ce marqueur dans les cellules shCHD8_8 par rapport aux cellules témoins (données non présentées). Nous avons mesuré l’expression de CDKN1A et 
CXCL8 par PCR en temps réel dans les cellules shCHD8_8 et les avons comparés aux résultats que nous avions déjà obtenus pour le shNonTarget et le shNCOR1_655. Ces résultats nous ont permis de montrer que le gène CDKN1A n’est pas induit suite à la diminution de l’expression de CHD8. Cependant, nous avons noté une forte augmentation de l’expression de CXCL8 dans les Caco-2/15 shCHD8_8 à 7 jours ainsi qu’une augmentation significative dans les HT-29 shCHD8_8 à 3 jours. Finalement, nous avons utilisé des tests ELISA afin de mesurer les niveaux protéiques de CXCL1, CXCL8, MIF et sICAM-1, 4 protéines impliquées dans le SASP et identifiées comme étant augmentées dans le milieu conditionné provenant des cellules shNCOR1_655. Nous avons observé une augmentation significative de CXCL8 dans les cellules shCHD8_8 qui corrèle avec l’augmentation de l’expression de CXCL8 également observée dans ces cellules. Par contre, nous n’avons pas noté d’augmentation des protéines CXCL1, MIF et sICAM-1 dans les cellules shCHD8_8 par rapport aux cellules témoins shNonTarget. Ces résultats suggèrent que les cellules shCHD8_8 ne sont pas sénescentes. Cependant, l’interaction de la protéine CHD8 avec celle de NCOR1 semble être importante pour l’expression de chimiokines dans un contexte de réponse inflammatoire. 
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Figure 36 : La diminution de l’expression de CHD8 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines n’entraîne pas l’apparition du phénotype de sénescence cellulaire tel qu’observé avec 
le shNCOR1_655. (A) Décomptes cellulaires effectués à 1, 3 et 6 jours suivant l’ensemencement d’un nombre fixe de cellules Caco-2/15 exprimant le shARN témoin (shNonTarget), le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8 (n = 1 ; moyennes ± les SEM). Des tests ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (***; P < 0.001, ****; P < 0.0001). (B) Colorations β-galactosidase réalisées sur les cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget, le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8. Les cellules ont été utilisées 7 jours après l’infection avec les lentivirus et ont été mises en contact avec la solution de coloration pour 3.5 heures. (C) Analyse q-PCR de l’expression des transcrits des gènes CDKN1A (p21) et CXCL8 (D) réalisée sur des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant soit le shNonTarget, le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8. Les ARN totaux des cellules ont été extraits à 3 et 7 jours après l’infection avec les lentivirus (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Les niveaux du transcrit du gène TBP ont été utilisés comme gène de référence. Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0.05, **; P < 0.01). Les cellules Caco-2/15 ayant intégré le shNonTarget, le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8 (7 jours après l’infection) ont été privées en sérum et le milieu conditionné fût récolté après 48 heures. Des ELISA spécifiques ont été utilisés pour mesurer les quantités de CXCL1 (E), CXCL8 (F), MIF (G), sICAM-1 
(H) (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**; P < 0.01, ****; P < 0.0001). 
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3.1.3 La croissance tumorale des cellules HT-29 in vivo est diminuée par la 
diminution de l’expression de NCOR1 et de CHD8.  Nous avons réalisé des expériences de xénogreffes chez la souris nue avec les cellules HT-29 ayant intégré le shNonTarget, le shCHD8_8 ou le shNCOR1_655. Suite à l’injection sous-cutanée des cellules dans la partie dorsale des souris, nous avons suivi l’évolution des tumeurs en mesurant la longueur et la largeur de celles-ci sur une base régulière (Figure 37). Nous avons démontré que la réduction de l’expression de CHD8 et de NCOR1 affecte la croissance tumorale des cellules HT-29 in vivo. Nous avons noté une réduction significative de la croissance des cellules shNCOR1_655 par rapport aux cellules témoins. Par contre, les cellules shCHD8_8 présentent le même effet que celui observé dans les courbes de prolifération cellulaire, soit une réduction significative de la croissance par rapport aux cellules témoins, qui est toutefois moins importante que celle des cellules shNCOR1_655. Le poids des tumeurs au moment du sacrifice des souris était diminué suivant la même tendance dans les cellules shCHD8_8 et shNCOR1_655 par rapport aux cellules témoins (Figure 37C).  
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Figure 37 : La diminution de l’expression de NCOR1 et de CHD8 entraine une diminution de la 
croissance tumorale in vivo. Des xénogreffes ont été réalisées avec des souris femelles nu/nu âgées de 4 à 6 semaines. (A) Photographies représentatives de celles-ci au moment de leur sacrifice 32 jours après l’injection des cellules HT-29 ayant intégré le shNonTarget, le shNCOR1_655 ou le shCHD8_8 (7 jours après l’infection). Les cellules ont été injectées de façon sous-cutanée au niveau des omoplates et des hanches dans 5 animaux/condition (1 X 106 de cellules/site resuspendues dans 0,1 mL de DMEM, 4 sites/souris). (B) Courbes de croissance tumorale réalisées en mesurant les tumeurs des omoplates sur la longueur et la largeur et en utilisant la formule (d2X D)/2 pour calculer le volume des tumeurs. Des tests ANOVA à deux facteurs et un test de comparaison multiple par la méthode de Bonferroni ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (***; P < 0.001, ****; P < 0.0001). (C) Graphique représentant le poids moyen des tumeurs des omoplates au moment du sacrifice (n = 2 (2 X 5 souris/condition) ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (**, P < 0.01 ; ****, P < 0.0001).  
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3.1.4 Étude du transcriptome des cellules shCHD8_8 et shNCOR1_655 par 
séquençage des ARNs (RNAseq).  Afin de mieux comprendre le rôle potentiel de CHD8 au sein du complexe de répression de NCOR1 et aussi de déterminer les réseaux de gènes qui sont potentiellement contrôlés par un complexe composé de NCOR1 et de CHD8, nous avons procédé au séquençage des ARNs des cellules Caco-2/15 et HT-29 shCHD8_8 et shNCOR1_655. Les ARN totaux ont été extraits 7 jours après l’infection initiale. Les analyses ont montré qu’un total de 331 gènes sont modulés dans au moins 3 des 4 conditions expérimentales à raison de 52 % de ceux-ci qui sont induits contre 48 % qui sont diminués (Figure 38A). Les gènes identifiés par l’analyse RNAseq sont rapportés dans le tableau 23 en annexes. Nous avons utilisé ces données pour réaliser une analyse avec le logiciel IPA afin de déterminer les principales voies cellulaires affectées par la perte simultanée de NCOR1 et de CHD8 (Figure 38B). Ces analyses ont permis de mettre en évidence que plusieurs gènes associés à la réponse inflammatoire et la survie des cellules cancéreuses sont induits suite à la perte de CHD8 et NCOR1 (Figure 38C & 38D).  
3.1.5 Étude du protéome des cellules shCHD8_8 et shNCOR1_655 par 
spectrométrie de masse quantitative.  Nous avons utilisé une deuxième approche afin de déterminer la composition du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNonTarget, shNCOR1_655 et shCHD8_8. Nous avons utilisé l’approche SILAC afin de réaliser une expérience de spectrométrie de masse quantitative (Figure 39). Nous avons identifié 75 protéines dont l’expression était modulée d’au moins 1,2 fois et ayant une valeur de P-value minimale de 0,05 dans nos 4 groupes expérimentaux. La liste complète des protéines identifiées dans cette analyse est présentée dans le tableau 20 en annexes. De manière surprenante seulement trois protéines possèdent des ratios qui augmentent alors que toutes les autres protéines identifiées sont diminuées.   
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Nous avons utilisé le logiciel IPA afin d’identifier les voies de signalisation auxquelles sont associées les protéines que nous avons identifié par notre approche de spectrométrie de masse. Cette analyse nous a permis d’observer que la perte de CHD8 dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 entraine la diminution de l’expression de plusieurs protéines qui sont associées à des voies de synthèse protéique (Figure 40).  
203 
 
  
 
Figure 38 : La diminution de l’expression de NCOR1 et de CHD8 induit l’expression de plusieurs 
gènes associés à la réponse inflammatoire et la survie de cellules cancéreuses. Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été infectées avec des lentivirus permettant l’expression de shARN dirigés contre les transcrits des gènes NCOR1 et CHD8. Les ARNs totaux des cellules ont été extraits et ont été envoyés pour une analyse de séquençage des ARNs au centre d’innovation de Génome Québec et de l’Université McGill. (n = 3 échantillons par condition). Les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel IPA. (A) Un total de 331 gènes sont modulés dans au moins 3 des 4 conditions expérimentales. Les analyses ont montré que 52 % de ceux-ci sont induits versus 48 % qui sont diminués. (B) Tableau montrant la valeur du z-score. Cette valeur montre quelles voies cellulaires sont prédites pour être activées ou inhibées dans les cellules shNCOR1_655 et shCHD8_8 à la fois. Une valeur positive de z-score (orange) corrèle avec une activation tandis qu’une valeur négative (bleu) est synonyme d’inhibition. Représentation schématique des molécules associées aux voies de la réponse inflammatoire (C) et de la survie cellulaire 
(D) qui sont prédites par IPA pour être activées suivant la perte de NCOR1 et de CHD8.  
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Figure 39 : Analyse de la composition du protéome des cellules shNCOR1_655 et shCHD8_8 par 
spectrométrie de masse quantitative. (A) Schéma représentatif du protocole expérimental utilisé pour déterminer la composition du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 exprimant un shNonTarget, shNCOR1_655 ou le shCHD8_8. Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été infectées avec des lentivirus permettant l’expression de shARN dirigés contre les transcrits des gènes NCOR1 et CHD8. Des extraits protéiques totaux ont été préparés à partir des cellules ayant été cultivées dans trois milieux SILAC différents et extraites à 7 jours suivant l’infection de celles-ci (n = 3). Les lysats cellulaires ont été migrés sur un gel SDS-page et les protéines ont été digérées directement dans le gel par la trypsine. Les peptides ont été identifiés par spectrométrie de masse MS/MS et les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel Max Quant. 
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Figure 40 : La diminution de l’expression de NCOR1 et de CHD8 entraine une diminution de la 
synthèse protéique. (A) Les cellules Caco-2/15 et HT-29 ont été cultivées dans des milieux SILAC et infectées avec des lentivirus permettant l’expression de shARN dirigés contre les transcrits des gènes 
NCOR1 et CHD8. Les protéines totales ont été extraites à 7 jours suivant l’infection. Les résultats ont été analysés à l’aide du logiciel IPA. Tableau montrant la valeur du score –log(p-value). Cette valeur nous donne une valeur de P-value pour chacune des voies de signalisation auxquelles sont associées les protéines identifiées par spectrométrie de masse. Plus la valeur de P-value est élevée, plus significative est l’association des protéines avec la voie de signalisation. Les voies de signalisation présentées dans ce tableau ont une valeur minimale de P-value de 0,05, soit une valeur –log(p-value) ≥ 1,3. (B) Schéma représentatif de la voie de régulation de eIF4E et de la signalisation de p70S6K. Les protéines marquées en vert sont diminuées dans la voie de signalisation de p70S6K lorsque les cellules expriment de faibles niveaux de la protéine NCOR1 ou CHD8 (HT-29 shCHD8_8). 
 
 
CHAPITRE 4 : DISCUSSION  L’épithélium intestinal est essentiel au maintien de l’homéostasie intestinale de par sa capacité à contrôler de façon minutieuse les échanges entre la microflore présente dans la lumière intestinale et les cellules immunitaires résidentes de la lamina propria. Les CEIs possèdent la capacité de reconnaitre les agents pathogènes et permettent au système digestif de tolérer la microflore et d’élaborer une réponse inflammatoire appropriée lorsque nécessaire. En plus de former une barrière physique et biochimique, l’épithélium intestinal est renouvelé de façon constante et rapide. La régulation des échanges entre les divers constituants du système digestif et le contrôle de la régénération de cet épithélium constituent des éléments centraux qui peuvent influencer l’apparition de pathologies associées au système digestif telles que les MIIs et le CCR.  La régulation transcriptionnelle des gènes est un processus hautement régulé qui participe au maintien de l’homéostasie intestinale en contrôlant l’expression de gènes qui sont associés à plusieurs processus cellulaires comme la prolifération, la différenciation et l’établissement d’une réponse inflammatoire appropriée. Le corépresseur NCOR1 est impliqué dans la répression transcriptionnelle de plusieurs gènes qui participent à ces processus.  Dans le cadre de cette étude, nous avons démontré que le corépresseur NCOR1 est un facteur clé qui contrôle l’homéostasie du tractus gastro-intestinal. Nous avons mis en lumière de nouveaux rôles pour le corépresseur NCOR1 tant dans le contrôle de la réponse inflammatoire au niveau de l’épithélium intestinal que dans l’établissement de la sénescence cellulaire dans les CCCHs. Nous avons également démontré que la composition du complexe de répression de NCOR1 est différente dans les CCCHs par rapport au complexe de répression traditionnellement décrit dans la littérature suggérant ainsi de nouveaux rôles pour le corépresseur NCOR1.  
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1. Le corépresseur nucléaire NCOR1 est impliqué dans le contrôle de 
la réponse inflammatoire des CEIs 
 
1.1 Retour sur l’hypothèse de recherche  Le corépresseur NCOR1 est une composante clé de la répression active de plusieurs gènes via son recrutement au niveau de récepteurs nucléaires ou de FTs. De nombreuses études ont démontré que NCOR1 est impliqué dans le contrôle de la réponse inflammatoire dans les macrophages. Ces études ont pour la plupart été réalisées à partir de macrophages isolés du foie des animaux invalidés pour le gène 
Ncor1. Elles ont démontré que l’association de NCOR1 au niveau de gènes régulés par les facteurs de transcription NF-kB et AP-1 permet notamment de contrôler l’activation de voies de signalisation induites par les récepteurs TLR2 et 4 (Ogawa et al., 2004; Ghisletti et al., 2009). Ces études nous ont amenés à investiguer le rôle possible de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire dans les CEIs. Pour ce faire, nous avons utilisé deux approches. Nous avons utilisé des agents pro-inflammatoires (IL-1β et LPS) afin d’induire une réponse inflammatoire dans des CEIs 
in vitro. De plus, nous avons utilisé deux modèles murins d’invalidation du gène Ncor1 et nous avons utilisé le DSS pour induire une colite chimique expérimentale chez ces animaux.  
1.2 L’expression protéique de NCOR1 est induite lors de la réponse 
inflammatoire dans les CEIs  Les études initiales qui ont décrit le rôle de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire dans les macrophages ont mis en évidence que le complexe de répression de NCOR1 doit être exporté au cytoplasme et/ou dégradé pour permettre l’expression de gènes associés à l’activation de la réponse inflammatoire (Perissi et al., 2010). Les résultats présentés dans notre étude vont à l’encontre des évidences présentées dans la littérature puisque nous avons démontré que l’expression 
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protéique de NCOR1 est augmentée et non diminuée dans les CEI suite à l’induction d’une réponse inflammatoire.  
1.2.1 La tolérance aux TLRs  Les TLR sont des récepteurs cellulaires qui sont responsables de détecter plusieurs produits bactériens. Il a été démontré que la stimulation constante des récepteurs TLRs résulte en l’expression de gènes antimicrobiens et à la répression des gènes pro-inflammatoires à long terme (Foster et al., 2007). Ce processus de tolérance aux TLRs est essentiel pour éviter les conséquences désastreuses d’une réponse inflammatoire inappropriée ou trop prolongée sur l’homéostasie physiologique. La liaison du LPS au TLR4, un des agonistes de ce récepteur, déclenche l’activation de plusieurs gènes pro-inflammatoires (B. S. Park et Lee, 2013). Il a été démontré qu’une stimulation soutenue du récepteur TLR4 par le LPS, entraine une régulation négative de cette voie de signalisation, le relâchement de cytokines anti-inflammatoires et peut également altérer la signalisation intracellulaire des TLRs. Ces mécanismes contribuent au phénomène de tolérance aux TLRs. Ceci permet aux cellules de ne pas répondre, de manière transitoire, à une stimulation soutenue du LPS (Foster et al., 2007).  Le concept de « tolérance aux TLRs » est à prendre en considération lorsqu’on interprète le rôle de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire au niveau des CEIs. Il a été démontré que le corépresseur NCOR1 associé à HDAC3 peut agir à titre de « répressosome » lorsque recruté par le FT NF-κB (p50) au niveau des promoteurs de plusieurs gènes pro-inflammatoires possédant un motif de liaison pour ce type de FT (Yan et al., 2012). Les auteurs ont démontré que lorsque le complexe de répression de NCOR1 est recruté au niveau de gènes « tolérisables », le complexe de répression n’est pas dégradé lors de la stimulation au LPS. Il faudrait déterminer si le complexe de répression de NCOR1 contrôle l’expression de gènes « tolérisables » au niveau des CEIs. Le recrutement de NCOR1 au niveau de ces gènes pourrait expliquer pourquoi nous n’observons pas de diminution de l’expression protéique de NCOR1 dans les CEIs lorsque celles-ci sont traitées avec l’IL-1β ou le LPS. 
209 
 
De plus, lorsque l’expression de NCOR1 est diminuée par l’utilisation de shARN, l’expression de la chimiokine CXCL8 est spontanément induite et est soutenue pendant une plus longue période de temps dans les cellules shNCOR1_655 que dans les cellules témoins traitées avec l’IL-1β. Ces résultats suggèrent que la diminution de l’expression de NCOR1 retarde le retour à l’état basal dans ces cellules et supportent l’hypothèse selon laquelle le corépresseur NCOR1 puisse agir, dans le contexte des CEIs, comme un frein à la réponse inflammatoire.  Si on reprend le concept que le corépresseur NCOR1 a la capacité de former un « répressosome » au niveau des gènes qui sont contrôlés par les FTs NF-κB, on peut émettre l’hypothèse que CXCL8 est une cible transcriptionnelle qui pourrait être contrôlée par un tel mécanisme. En effet, le promoteur de la chimiokine CXCL8 possède un élément de liaison pour NF-κB (Richmond, 2002). De plus, Sunil et ses collaborateurs ont démontré que l’expression de la chimiokine CXCL8 est induite lorsque les cellules Caco-2 sont traitées à l’IL-1β (Sunil et al., 2010). Ils ont également démontré que l’inhibition spécifique de NF-κB grâce au BAY 11-7082, résulte en une diminution significative de l’activation transcriptionnelle de cette chimiokine soulevant ainsi l’importance de ce régulateur transcriptionnel pour l’expression de ce gène. Ce résultat suggère que NF-κB soit un régulateur transcriptionnel du gène 
CXCL8 et il est envisageable de penser qu’il pourrait être une cible directe du complexe de répression de NCOR1. Par contre, nous n’avons pas pu confirmer que NCOR1 est associé au promoteur du gène CXCL8 et nous devrons valider cette hypothèse dans le futur.  
1.2.2 Les gènes de première réponse  Le complexe de répression de NCOR1 a également été montré pour être recruté sur le promoteur de plusieurs gènes de première réponse « primary response genes » (Hargreaves et al., 2009). Ce mécanisme est observable au niveau de plusieurs gènes cibles des récepteurs TLR4 où en condition basale, l’ARN polymérase II est présente sur ces gènes, mais non dans une phase d’élongation active. On dit alors qu’elle est 
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dans un état de « pause ». En observant que NCOR1 n’est pas dégradé en réponse à un stress inflammatoire dans les CEIs, nous avions émis l’hypothèse que NCOR1 puisse être impliqué dans le mécanisme de régulation du statut d’élongation de l’ARN polymérase II (« RNA pol II pausing »).  Des études récentes, supportent cette hypothèse et ont mis en évidence que le corépresseur NCOR1 est en mesure de s’associer avec CDK9, la kinase responsable de la phosphorylation de la sérine 2 au niveau de la queue CTD de l’ARN polymérase II (Safronova et al., 2014). Cette étape permet alors de passer d’un état où l’ARN polymérase II est en « pause » à une étape d’élongation active. Dans le cas de NCOR1, il serait possible d’envisager que puisque ce dernier n’est pas déplacé ou dégradé en réponse à un stress inflammatoire, qu’il permette le recrutement de la protéine CDK9 afin de favoriser l’élongation active des gènes de première réponse. De cette façon, le déplacement du complexe de répression de NCOR1 ne serait pas nécessaire, mais plutôt des changements de son association avec des cofacteurs qui lui confèreraient à la fois un rôle d’activateur ou de répresseur lors de la réponse inflammatoire dans les CEIs. Cette hypothèse devra être testée dans le futur.  
1.3 Le modèle Ncor1∆IDΔCEI  Dans le cadre de notre premier objectif de recherche qui consistait à déterminer le rôle de NCOR1 dans la réponse inflammatoire dans les CEIs, nous avons utilisé une approche in vivo en combinaison de modèles cellulaires in vitro. Dans le modèle murin 
Ncor1∆IDΔCEI, la protéine NCOR1 exprimée possède uniquement le domaine RID1 et son interaction avec certaines classes de récepteurs nucléaires est ainsi compromise. Ce modèle fut initialement conçu pour permettre de mesurer l’impact de la perte de l’interaction entre le corépresseur NCOR1 et les récepteurs TRs (Astapova et al., 2008). Dans ce modèle, la répression des récepteurs TRs par NCOR1 est impossible.  L’hormone thyroïdienne et le récepteur TRα ont été associés au développement et à l’homéostasie du système digestif adulte. L’hormone thyroïdienne est exprimée 
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pendant la 2e semaine suivant la naissance des souris et sa fenêtre d’expression corrèle avec le remodelage et la maturation intestinale (Sirakov et al., 2014). Cette voie de signalisation a été associée au contrôle de la prolifération des cellules souches épithéliales intestinales en partenariat avec la voie de WNT (Sirakov et Plateroti, 2011).  De façon très sommaire, nous n’avons pas observé de différences frappantes entre les souris témoins et les souris Ncor1∆IDΔCEI ou Ncor1∆Exon11ΔCEI lors des premiers sacrifices. La viabilité des animaux était la même et les mutants ne semblaient pas développer de pathologies gastro-intestinales. Nous n’avons pas observé la présence de signes cliniques d’inflammation ni l’apparition de tumeurs au niveau du tractus gastro-intestinal chez ces animaux.  
1.3.1 La perte de NCOR1 augmente la susceptibilité au DSS  Puisque nous n’avions pas observé de phénotypes sévères au moment des premiers sacrifices des animaux Ncor1∆IDΔCEI et que nous suspections l’implication de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire des CEIs, nous avons utilisé le DSS afin de générer une colite chimique expérimentale chez ces animaux et produire une réponse inflammatoire aiguë.  Nous avons démontré que les souris invalidées partiellement (Ncor1∆IDΔCEI) ou totalement (Ncor1∆Exon11ΔCEI) pour le gène Ncor1 présentent une augmentation de la sensibilité à l’induction d’une colite chimique induite par le DSS. Nous avons observé un phénotype plus prononcé chez les animaux Ncor1∆Exon11ΔCEI que chez les animaux 
Ncor1∆IDΔCEI suggérant que la perte complète de Ncor1 amplifie l’effet observé chez les animaux ne possédant que l’un des trois domaines RIDs. Cependant, il est important de rappeler que les souris Ncor1∆Exon11ΔCEI étaient âgées de 8 à 10 mois alors que les souris Ncor1∆IDΔCEI étaient âgées de 4-5 mois au moment des traitements. L’âge des souris au moment du traitement peut influencer la réponse au DSS et est un facteur à prendre en considération lorsqu’on interprète ces résultats. Il a 
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été rapporté que le développement de la colite est plus graduel chez des animaux en bas âge comparativement à des animaux plus âgés. Ceci serait attribuable au fait que les animaux en bas âge consomment moins de nourriture et donc moins d’eau dans laquelle est dilué le DSS (Chassaing et al., 2014). Ceci dit, l’effet dû à l’âge ne peut pas être exclu ici. Il sera important de répéter cette expérience avec deux groupes du même âge. Nous avons également démontré que la différence majeure entre les témoins et les mutants peut être observée au moment de la phase de récupération suite au traitement puisque la perte de poids est égale pendant le traitement et que les animaux Ncor1∆IDΔCEI âgés de 2 mois prennent plus de temps que les animaux témoins pour revenir à leur poids initial lorsque le traitement est arrêté. De plus, la survie de ces animaux est grandement compromise suite au traitement. En effet, 5 jours après le début de la phase de récupération suite au traitement DSS, la survie des animaux est de 33 %. Ces résultats permettent de poser l’hypothèse que la régénération de l’épithélium intestinal pourrait être altérée dans les animaux 
Ncor1∆IDΔCEI. Nous avons démontré dans le cadre d’une étude précédente que la perte de Ncor1 dans les CEIs de rat en culture, les cellules IEC6, entraine un important ralentissement de la prolifération des CEIs ce qui pourrait corréler avec le défaut de régénération que nous observons dans ce modèle murin (Doyon et al., 2009). De plus, nous avons démontré dans le cadre de cette thèse que la diminution de l’expression de NCOR1 dans les CCCHs mène également à un important ralentissement de la prolifération cellulaire.  
 
1.3.2 Implication de la microflore intestinale  Au niveau de l’intestin, l’équilibre entre la microflore intestinale et la réponse immunitaire de l’hôte est essentiel. Chez des individus qui sont génétiquement susceptibles de développer des MIIs, une colonisation anormale du tractus gastro-intestinal par la microflore (dysbiose intestinale) peut être à l’origine du déclenchement de ces maladies inflammatoires. Des études récentes ont rapporté des changements importants dans la composition de la microflore intestinale et une 
213 
 
diminution de la diversité microbienne chez les patients qui sont atteints de MIIs (Manichanh et al., 2012).  Lorsque nous avons analysé l’expression génique à partir d’échantillons de côlons distaux des animaux Ncor1∆IDΔCEI par puce d’expression BeadChipTM de Illumina, nous avons remarqué une association entre les transcrits de gènes les plus fortement induits et leur fonction connue pour la régulation de la microflore intestinale. Nous avons noté une augmentation significative de l’expression du gène Retnlb dans les souris Ncor1∆IDΔCEI par rapport aux souris témoins. La Retnlb est une cytokine riche en cystéine qui est connue pour son implication dans la résistance à l’insuline et dans les infections du tractus gastro-intestinal par les nématodes (Rajala et al., 2003; Herbert et al., 2009). Il a été démontré que l’augmentation de Retnlb est aussi corrélée avec l’obésité chez la souris. Nous avons d’ailleurs observé une augmentation significative du poids de nos animaux Ncor1∆IDΔCEI mâles âgés de 15 à 19 mois par rapport aux animaux témoins (Figure 41, Annexes). Il est important de rappeler ici que la puce d’expression BeadChipTM de Illumina a été effectuée à partir d’échantillons de côlon distaux provenant d’animaux Ncor1∆IDΔCEI mâles.  Le gène Retnlb est exprimé au niveau des cellules caliciformes et l’augmentation de son expression corrèle avec la colonisation de souris « germ free » avec des bactéries commensales (He et al., 2003). L’expression de la Retnlb est maximale dans l’iléon et le côlon soit les deux segments du tube digestif les plus touchés par les MIIs (Steppan et al., 2001). De plus, ce gène est fortement induit dans le côlon des souris lorsqu’une colite chimique est induite à l’aide de DSS (Hogan et al., 2006; McVay et al., 2006). McVay et ses collaborateurs ont utilisé des souris invalidées pour le gène Retnlb et ont démontré que l’absence de Retnlb protège d’une colite induite par le DSS (McVay et al., 2006). Nous avons dénombré le nombre de cellules caliciformes dans les souris 
Ncor1∆IDΔCEI afin de vérifier si la dérégulation de l’expression de la Retnlb pourrait être attribuable à une variation du nombre de ces cellules chez les animaux mutants par rapport aux animaux témoins. Nous n’avons pas observé de différences significatives quant au nombre de cellules caliciformes au niveau des côlons 
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proximaux, moyens et distaux chez nos animaux mutants comparativement aux témoins.  L’augmentation de la Retnlb dans les animaux Ncor1∆IDΔCEI suggère un dérèglement de la microflore dans ces animaux. Cette altération de la microflore dans les animaux 
Ncor1∆IDΔCEI pourrait expliquer l’augmentation de la susceptibilité de ces animaux au traitement DSS. La présence de la microflore et la composition de celle-ci sont associées à l’intensité de l’inflammation qui est induite par le DSS (Hans et al., 2000; Hudcovic et al., 2001).  Le deuxième gène dont les transcrits sont les plus fortement induits dans le côlon distal des animaux Ncor1∆IDΔCEI est le gène Ang4 (Tableau 13, Annexes). L’angiogénine 4 est une protéine antimicrobienne produite par les cellules de Paneth. L’augmentation de son expression est corrélée avec la colonisation bactérienne du tractus gastro-intestinal par Bacteroides thetaiotaomicron (Hooper et al., 2003). Il est important de rappeler ici que nous ne retrouvons pas normalement de cellules de Paneth au niveau du côlon. Cependant, Hooper et ses collaborateurs rapportent une expression maximale de ce gène au niveau du côlon suggérant que dans ce tissu, un autre type cellulaire est en mesure d’exprimer Ang4 (Hooper et al., 2003). Récemment, Forman et ses collaborateurs ont démontré que les cellules caliciformes sont la source de Ang4 au niveau du côlon (Forman et al., 2012). 
 
1.3.3 Signature génique dans le modèle Ncor1∆IDΔCEI  En plus d’abolir l’interaction entre NCOR1 et les récepteurs TRs, l’absence des domaines RID3 et RID2 dans le modèle Ncor1∆IDΔCEI peut être associée avec la perte d’interaction de NCOR1 avec les récepteurs RARs et RXRs (Perissi et al., 1999) et les récepteurs LXRs (Astapova et al., 2008). Cependant, il est difficile de trouver des évidences de la littérature qui supportent la nature exacte de la perte d’interaction de la protéine NCOR1 avec d’autres classes de récepteurs nucléaires. Les résultats 
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obtenus avec le modèle Ncor1∆IDΔCEI doivent être interprétés avec minutie compte tenu de la nature du modèle.  Nous avons voulu déterminer quels sont les gènes qui sont modulés par cette version tronquée de la protéine NCOR1. Nous avons réalisé une puce d’expression BeadChipTM de Illumina avec des échantillons de côlons distaux provenant d’animaux mâles âgés de 3 mois. Nous avons analysé les résultats à l’aide du logiciel IPA.  McVay et ses collaborateurs suggèrent que la délétion du gène Retnlb chez la souris, protège celles-ci lors d’un traitement DSS. Lorsqu’exprimée, la protéine Retnlb augmente le recrutement de macrophages et la sécrétion de TNFα par ceux-ci (McVay et al., 2006). Nous avons observé une augmentation significative de 1,74 fois du gène 
TNF dans les animaux Ncor1∆IDΔCEI âgés de 3 mois (Annexes, tableau 13). De plus, l’analyse IPA que nous avons réalisée à partir des données de la puce d’expression suggère que le TNF soit un régulateur potentiel positif dans le modèle Ncor1∆IDΔCEI (Figure 18C). 
 
1.4 Le modèle Ncor1∆Exon11ΔCEI  Ayant commencé tardivement l’analyse des animaux Ncor1∆Exon11ΔCEI dans le cadre de ce projet de doctorat, les résultats présentés dans cette thèse sont des résultats préliminaires et il est important de mentionner que la caractérisation de ce modèle n’en est qu’à ses débuts. Nous avons utilisé deux cohortes d’animaux âgés de 2 et 10 mois afin d’étudier la délétion complète du gène Ncor1 chez les animaux 
Ncor1∆Exon11ΔCEI.   
1.4.1 La perte de Ncor1 est corrélée avec l’augmentation de Ido1.  Nous avons réalisé des puces d’expression  BeadChipTM de Illumina afin de déterminer le réseau de gènes étant modulés en absence de Ncor1. Le gène le plus fortement induit dans les souris Ncor1∆Exon11ΔCEI à 2 et 10 mois est Ido1 (Tableau 16, Annexes). 
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Nous avons remarqué que son expression augmente en fonction de l’âge des animaux et que ce gène est induit de 7,37 et 9,28 fois chez les animaux de 2 et 10 mois respectivement.  Ce gène code pour une enzyme qui est responsable du catabolisme du tryptophane (Trp) dans la voie de la kynurénine. La protéine Ido1 a été démontrée comme étant un puissant immunosuppresseur à l’interface mère fœtus (Munn et al., 1998). Le gène 
Ido1 est fortement induit par les cytokines inflammatoires IL-1β, TNFα et IFNγ (Ciorba, 2013). Cette enzyme est exprimée dans les cellules présentatrices d’antigènes (Monocytes, macrophages et cellules dendritiques) de même que dans les cellules épithéliales (Barcelo-Batllori et al., 2002; Ferdinande et al., 2008; Gupta et al., 2012). L’augmentation de l’expression de cette enzyme a été associée à une diminution de la disponibilité du Trp et à une réduction de la prolifération et de l’activation des cellules immunitaires in vitro (Vacchelli et al., 2014). La protéine Ido1 est impliquée dans le mécanisme de tolérance orale et possède une activité antimicrobienne (Mellor et Munn, 2004; MacKenzie et al., 2007).  Il a été démontré que l’expression de Ido1 est significativement augmentée dans les MIIs (Wolf et al., 2004; Ferdinande et al., 2008). Hansen et ses collaborateurs ont démontré que le gène Ido1 est induit de 20 fois dans les souris IL-10-/-, un modèle expérimental génétiquement susceptible qui développe des colites de façon spontanée (Hansen et al., 2009). Somme toute, les évidences de la littérature suggèrent que Ido1 protège contre l’induction et la sévérité de la colite générée par des traitements aux TNBS (2,4,6-Trinitrobenzenesulfonic acid) et au DSS et en font une cible de choix pour le traitement des MIIs (Ciorba et al., 2010).  En plus d’être associé aux MIIs, Ido1 est également d’un grand intérêt dans le CCR et plus particulièrement au niveau du cancer associé à la colite (CAC). Certaines lignées cellulaires issues de CCR expriment Ido1 comme les HT-29 et les HCT116 (Brandacher et al., 2006; Thaker et al., 2013). Cependant, ce gène n’est pas exprimé dans le modèle Caco-2 (Brandacher et al., 2006). Dans un modèle expérimental de CAC, utilisant un 
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traitement combiné d’azoxyméthane (AOM) et de DSS, Thaker et ses collaborateurs ont mis en évidence que les souris invalidées pour Ido1 ou traitées avec un inhibiteur pharmacologique de Ido1, présentaient une réduction de la taille des tumeurs ainsi qu’un index de prolifération plus bas corrélant avec une diminution de la β-caténine nucléaire (Thaker et al., 2013). Les auteurs de cette étude ont également démontré que Ido1 contrôle la prolifération des cellules CCR, car la diminution de son expression dans les modèles HT-29 et HCT116 ralentit leur prolifération.  Bien qu’il soit possible que Ido1 soit une cible directe du corépresseur NCOR1 et que la perte de celui-ci entraine l’augmentation que nous observons dans les animaux 
Ncor1∆Exon11ΔCEI, il est également envisageable de penser que l’augmentation de l’expression de Ido1 pourrait être la conséquence d’une augmentation de cellules immunitaires dans le tissu et/ou de la sécrétion de médiateurs inflammatoires.  Grâce aux données de la littérature, il est possible de poser l’hypothèse que l’induction de Ido1 protège les animaux Ncor1∆Exon11ΔCEI d’une réponse inflammatoire exagérée et les maintient dans un état homéotique en absence de stress. Cependant, il reste à comprendre pourquoi ces animaux répondent de façon très intense au traitement DSS alors que Ido1 est connu pour son rôle protecteur et que la délétion génétique ou l’inhibition pharmacologique de Ido1 augmentent la sévérité de la colite chez la souris (Takamatsu et al., 2013).  De façon intéressante, nous observons une augmentation de l’expression de gènes ayant des propriétés antimicrobiennes et pouvant influencer la composition de la microflore dans nos deux modèles murins in vivo (Ncor1∆IDΔCEI; Ang4 et 
Ncor1∆Exon11ΔCEI; Ido1). Ceci pourrait corréler avec l’hypothèse de l’activation du mécanisme de tolérance aux TLRs que nous avons émise suite aux expériences in 
vitro, qui suggère qu’une stimulation soutenue des récepteurs TLRs amène une réduction de l’expression des gènes pro-inflammatoire et l’augmentation des gènes antimicrobiens. 
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1.4.2 La perte de NCOR1 est corrélée avec l’augmentation de Arg2.  Le second gène dont les transcrits sont le plus fortement induits est le gène Arg2 qui code pour l’arginase 2, une enzyme exprimée par les macrophages. Les macrophages sont des cellules immunitaires qui peuvent jouer différents rôles en fonction de leur statut de différenciation. Les deux types les mieux caractérisés sont les macrophages de type M1 (pro-inflammatoires) et les macrophages de type M2 (anti-inflammatoires et associés à la réparation des tissus). On différencie les macrophages en fonction des marqueurs moléculaires que chaque type exprime. Les macrophages de type M1 expriment le marqueur iNOS (Inducible nitric oxide synthase) tandis que les macrophages de type M2 expriment l’arginase 1 (Yang et Ming, 2014). Il existe deux isoformes d’arginase, l’arginase 1 et l’arginase 2 qui sont produites par deux gènes différents. Ces enzymes hydrolysent la L-arginine afin de produire de l’urée et de la L-ornithine (Jenkinson et al., 1996). Il existe très peu de données sur le rôle exact de l’arginase 2 dans les macrophages et plusieurs études rapportent des conclusions qui sont contradictoires. Marathe et ses collaborateurs ont démontré que le gène Arg2 est contrôlé par les récepteurs LXRs dans les macrophages et lui ont attribué une fonction anti-inflammatoire sans toutefois démontrer leur concept au niveau fonctionnel (Marathe et al., 2006). De façon opposée, Ming et ses collaborateurs ont démontré que l’arginase 2 et iNOS sont simultanément induits lors de la polarisation des macrophages par une stimulation au LPS en macrophages de type M1. Les auteurs ont attribué un rôle pro-inflammatoire à l’arginase 2 dans les macrophages et ont démontré que l’invalidation du gène Arg2 chez la souris protège contre la résistance à l’insuline et l’athérosclérose (Ming et al., 2012). En dépit des observations contradictoires quant à la fonction exacte de l’arginase 2, il est difficile de tirer des conclusions par rapport à l’influence qu’apporte l’induction de l’arginase 2 dans le modèle Ncor1∆Exon11ΔCEI. 
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1.4.3 La perte de NCOR1 et le CCR  Les analyses que nous avons effectuées avec le logiciel IPA ont également permis de constater que la perte de NCOR1 dans le modèle Ncor1∆Exon11ΔCEI pourrait entrainer la formation de tumeurs chez ces animaux. En effet, IPA prédit une augmentation des fonctions biologiques associées aux catégories « Cancer, blessures et anormalité de l’organisme » et « Cancer, Maladies gastro-intestinales, Blessure et anormalité de l’organisme » (Figure 22D). Le complexe de répression de NCOR1 et son partenaire HDAC3 ont été associés à la stabilité du génome et à l’apparition de cancers hépatiques (voir la section 2.2.4.1 de la discussion).  Les résultats obtenus grâce aux expériences effectuées avec les CCCHs dans lesquelles l’expression de NCOR1 a été réduite à l’aide de shARN ont permis de constater que la perte de NCOR1 dans ces cellules mène à l’apparition d’un phénotype de sénescence cellulaire. Tel que discuté précédemment, les cellules sénescentes peuvent présenter un phénotype inflammatoire paracrine, le SASP, qui peut influencer le développement tumoral. Des expériences préliminaires n’ont pas permis de détecter la présence de cellules sénescentes dans les CEIs des souris Ncor1∆Exon11ΔCEI (résultats non présentés). Ce concept devra être investigué dans le futur afin de déterminer si la perte de Ncor1 in vivo mène à l’apparition de CEIs sénescentes et si ces cellules influencent les phénotypes que nous avons observés jusqu’à maintenant. La présence de cellules sénescentes pourrait expliquer pourquoi les animaux Ncor1∆IDΔCEI et 
Ncor1∆Exon11ΔCEI sont plus sensibles au DSS que les animaux témoins et qu’ils sont incapables de régénérer leur épithélium suite à l’apparition des dommages causés par le DSS.   
1.5 Comparaison des modèles Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI 
(expression de gènes)  L’utilisation de nombreux modèles murins de délétion spécifique de Ncor1 a permis de mettre en évidence des réseaux de gènes spécifiques à la perte de Ncor1 dans chacun des tissus dans lesquels le gène Ncor1 a été invalidé. Ces études ont également 
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permis de mettre en évidence que ces réseaux de gènes sont, pour la plupart, contrôlés uniquement par un nombre restreint de récepteurs nucléaires. Par exemple, la délétion de NCOR1 dans les muscles mène à l’activation des gènes cibles des récepteurs PPARβ/δ, ERRs (α and γ) et du FT MEF2 (Yamamoto et al., 2011).  Dans le cadre de cette étude, nous avons pu observer dans les modèles Ncor1∆IDΔCEI et 
Ncor1∆Exon11ΔCEI que les gènes modulés corrèlent avec une activation significative de la voie des récepteurs nucléaires VDR et RXR. Ce résultat est intéressant puisque la protéine NCOR1 qui est exprimée dans le modèle Ncor1∆IDΔCEI perd la capacité à interagir avec les récepteurs RARs et RXRs (Perissi et al., 1999). Le récepteur VDR forme un hétérodimère avec le récepteur RXR et ensemble, ils régulent l’expression de plusieurs gènes via leur liaison à l’ADN au niveau d’éléments VDRE (Vitamin D 
response element). Le récepteur VDR est connu pour jouer un rôle anti-inflammatoire. La liaison de la vitamine D (1Alpha, 25-dihydroxyvitamin D3) régule négativement l’activité de NF-κB (D'Ambrosio et al., 1998; Harant et al., 1998; Cohen-Lahav et al., 2006; J. Sun et al., 2006). Une déficience en vitamine D est d’ailleurs considérée comme un facteur de risque pour le développement des MIIs (Ardesia et al., 2015). La délétion du gène VDR chez la souris a permis de mettre en évidence que ce récepteur est impliqué dans les MIIs. L’absence de VDR chez des souris combinée à un traitement DSS, amplifie l’inflammation et la réponse immunitaire et altère l’intégrité de la barrière épithéliale (Froicu et al., 2003; Froicu et Cantorna, 2007; Kong et al., 2008). On peut penser que l’augmentation de la signalisation associée aux récepteurs VDR et RXR dans les souris Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI représente un autre mécanisme qui permet de protéger les souris d’une réponse inflammatoire inappropriée.   Par ailleurs, il est surprenant de constater que les profils transcriptionnels des trois groupes expérimentaux ne présentent pas plus de similitudes entre eux. Il aurait été envisageable de penser que les groupes Ncor1∆Exon11ΔCEI âgés de 2 et 10 mois auraient présenté des profils similaires.  Nous avons seulement identifié 58 transcrits 
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de gènes étant prédits pour être modulés de plus de 1,5 fois et possédant une valeur de P-value ≤ 0,05. L’une des explications envisageables serait la variabilité biologique entre les individus. Il semblerait qu’une cohorte de 3 individus pas groupe ne soit pas suffisante pour pouvoir tirer des conclusions sur les réseaux de gènes qui sont modulés en absence du corépresseur NCOR1 dans les CEIs chez la souris. Finalement, les gènes ciblent potentiels identifiés dans les deux modèles (Ncor1∆IDΔCEI ; Retnlb et Ang4, Ncor1∆Exon11ΔCEI ; Ido1 et Arg2) ne sont pas communs aux deux modèles. Il est possible que ceux-ci soient régulés transcriptionnellement par des facteurs de transcription différents contrôlés par NCOR1. De plus, on ne peut pas exclure la possibilité que ces gènes ne soient pas des cibles transcriptionnelles directes de NCOR1 et que l’augmentation de leur expression résulte de la modulation d’autres voies de signalisation affectées par la perte de Ncor1. Il faut mentionner également que nous n’avons noté aucune augmentation de l’expression de ces gènes lors de l’analyse des profils transcriptomique et protéomique des CCCHs shNCOR1_655. Il est fort à parier que ceci est attribuable au fait que l’expression de ces quatre gènes varie en fonction de composantes qui sont présentes uniquement dans les modèles in vivo tels que la microflore et les cellules immunitaires.  
 1.5.1 Aspects limitants des modèles murins de délétion de Ncor1  Bien que les modèles murins Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI nous aient fourni des informations intéressantes quant aux fonctions de NCOR1 dans les CEIs, il faut être prudent dans l’interprétation des données obtenues avec les modèles de délétions complète ou partielle de Ncor1 au niveau de la souris, car ceux-ci ne tiennent pas en compte de la nature des isoformes exprimés et ainsi impliqués dans ce contexte. De plus en plus de rôles spécifiques et opposés sont attribués à chacun des isoformes du gène Ncor1. On ne peut donc pas conclure à des fonctions spécifiques de chacun des produits protéiques du gène. Les fonctions peuvent être très différentes en fonction des isoformes qui sont exprimés dans les cellules d’un tissu à un temps donné (M. L. Goodson et al., 2014).  
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De plus, les résultats présentés à la figure 17 soulèvent un problème important. Il semble exister une grande variabilité biologique au sein des individus Ncor1∆IDΔCEI puisque les résultats obtenus suite à la réalisation de la puce d’expression  BeadChipTM de Illumina,  car les niveaux d’induction des gènes varient d’un individu à un autre. Quant au modèle Ncor1∆Exon11ΔCEI, il aurait été souhaitable de valider l’induction des gènes cibles potentiels de NCOR1 tels que Ido1 et Arg2 comme nous l’avons effectué pour les animaux Ncor1∆IDΔCEI. Cet aspect négatif est à prendre en considération surtout lorsque la cohorte n’est que de deux individus par groupe comme dans le cas du modèle Ncor1∆Exon11ΔCEI (10 mois). L’augmentation du nombre d’animaux par groupe pourrait également aider à réduire les effets attribuables à la variabilité biologique au sein des individus et nous permettrait de tirer de meilleures conclusions quant aux résultats d’analyse expression génique présentés aux figures 18, 21-23. Les résultats de validation des modèles présentés aux figures 13 et 19 permettent également de constater que la délétion de Ncor1 dans ces animaux n’est pas complète. Une des raisons envisageables est que nous avons utilisé le tissu entier et que la délétion de Ncor1 est effectuée seulement au niveau des CEIs. De plus, il se pourrait que les variations biologiques interindividuelles que nous observons soient attribuables au fait que les gènes modulés sont corrélés avec des changements au niveau de la microflore et que la composition de celle-ci varie d’un individu à un autre. L’utilisation d’organoïdes réalisés à partir des côlon distaux d’animaux Ncor1∆IDΔCEI et Ncor1∆Exon11ΔCEI permettra de confirmer les gènes cibles de NCOR1 en éliminant complètement la composante associée à la microflore.   
   
223 
 
1.6 Perspectives de l’objectif 1 
 
1.6.1 Volet cellulaire  Tout comme les résultats obtenus à partir des études réalisées chez les macrophages, nos résultats suggèrent fortement que NCOR1 soit impliqué dans le contrôle de la réponse inflammatoire des CEIs. Cependant, nos résultats vont à l’encontre de ceux de la littérature puisque nous n’observons pas de dégradation de la protéine NCOR1 lors de la réponse inflammatoire. Des expériences supplémentaires seront nécessaires afin de déterminer pourquoi le corépresseur NCOR1 n’est pas dégradé lors de l’établissement de la réponse inflammatoire dans les CEIs.  Le statut de phosphorylation de la protéine NCOR1 a été rapporté par plusieurs équipes de recherche comme étant un facteur déterminant de la localisation cellulaire de cette protéine. Il a notamment été démontré que sa phosphorylation par la CK2 entraine sa translocation cytoplasmique dans le cancer de l’œsophage (Yoo et al., 2012). Il faudrait investiguer le statut de phosphorylation de NCOR1 lorsque les cellules sont traitées avec des agents pro-inflammatoires. Il a été démontré que la stimulation des cellules avec l’IL-1β induit la phosphorylation de la protéine TAB2 (ser419) un partenaire d’interaction de NCOR1. La phosphorylation de TAB2 entraîne un changement de conformation et permet de révéler la séquence d’exportation nucléaire de la protéine TAB2 (NES ; nuclear export signal). Ceci entraine l’exportation de NCOR1 hors du noyau (Baek et al., 2002). Cependant, nous n’avons pas identifié la protéine TAB2 comme étant un partenaire d’interaction de NCOR1 dans notre étude de spectrométrie de masse (voir tableau 9, objectif 3). Ceci pourrait expliquer pourquoi nous n’observons pas la dégradation de la protéine NCOR1 lorsque les CEIs sont stimulées avec de l’IL-1β.  Il serait également intéressant d’utiliser la spectrométrie de masse afin de déterminer la composition du complexe de répression de NCOR1 dans les CEIs d’origine murine, car les résultats que nous avons obtenus jusqu’à présent se limitent aux CCCHs. Nous 
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pourrions utiliser des CEIs isolées de souris afin de réaliser une immunoprécipitation de NCOR1. Cette expérience nous permettrait de confirmer que la composition du complexe de répression de NCOR1 est différente dans les CEIs par rapport au complexe décrit dans les macrophages. 
 
1.6.2 Volet animal  D’une part, l’une des principales perspectives du volet animal de ce projet serait de déterminer la composition de la microflore dans les animaux Ncor1∆IDΔCEI par séquençage des ARNs 16S ribosomaux. Ceci permettrait de confirmer dans un premier temps que la perte de deux RIDs peut causer une dysbiose intestinale. Il serait également souhaitable de vérifier l’hypothèse de la dérégulation de la microflore chez les animaux Ncor1∆IDΔCEI en traitant ces souris avec une combinaison d’antibiotiques servant à contrôler la diversité microbienne chez ces individus. Il faudrait notamment vérifier si l’expression de la Retnlb est diminuée lors du traitement antibiotique et combiner ces traitements à des traitements DSS afin de confirmer que le dérèglement de la microflore chez ces animaux est responsable de l’augmentation de leur susceptibilité face à l’induction de la colite chimique par le DSS. Il a d’ailleurs été démontré que l’utilisation d’antibiotiques utilisés en clinique pour traiter des patients atteints de MII (metronidazole et ciprofloxacin) permettait de réduire l’ISM chez des animaux ayant développé une colite aiguë par un traitement de 7 jours au DSS 5 % (Hans et al., 2000).  De plus, une dysbiose chez les animaux Ncor1∆IDΔCEI permettrait aussi d’expliquer en partie l’augmentation significative de poids que nous observons chez les animaux mutants mâles âgés par rapport aux témoins. Il a été démontré que les souris ob/ob ont une diminution de 50 % des bactéries de type Bacteroidetes et une augmentation proportionnelle du groupe des Firmicutes (Ley et al., 2005).  Pour les animaux Ncor1∆Exon11ΔCEI, il faudrait premièrement réaliser une caractérisation histologique complète du modèle. Il sera essentiel de déterminer s’il y 
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a des défauts au niveau du nombre de cellules caliciformes et de cellules de Paneth, la longueur des cryptes et des villosités, la vitesse de prolifération, etc.  Il sera important de valider l’augmentation des gènes Ido1 et Arg2 dans le modèle 
Ncor1∆Exon11ΔCEI. Par la suite, il faudra déterminer qu’elle est la source cellulaire de Ido1 dans ces animaux. S’agit-il d’une augmentation de l’expression de ce gène au niveau des CEIs résultant de la perte de Ncor1 où en réponse à un recrutement de cellules immunitaires au niveau du côlon ? Il sera intéressant de les traiter avec un inhibiteur de Ido1, comme le 1-DL-methyl tryptophan (1mT) afin de briser la tolérance immunitaire et vérifier l’hypothèse selon laquelle Ido1 empêche le développement spontané d’une réponse inflammatoire exagérée chez ces animaux. 
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2. L’implication de NCOR1 dans l’établissement de la sénescence 
cellulaire dans les cellules cancéreuses colorectales humaines. 
 
2.1 Découverte du rôle de NCOR1 dans l’établissement de la sénescence 
cellulaire  Lors d’une étude précédente, nous avions investigué le rôle de NCOR1 dans le contrôle de la prolifération des cellules IEC6, soit des CEIs de rat. Nous avions déterminé que la diminution de l’expression de NCOR1 dans ces cellules entraine une diminution de la vitesse de prolifération de ces cellules (Doyon et al., 2009). Le deuxième objectif de ce projet de recherche consistait à déterminer si NCOR1 contrôle la prolifération des CCCHs.  Nous avons diminué l’expression de NCOR1 dans les CCCHs (Caco-2/15 et HT-29) à l’aide de shARN spécifiques à l’ARN messager de NCOR1. Nous avons observé que la diminution de l’expression de NCOR1 entraine une diminution importante de la prolifération de ces cellules. Nous avons également observé d’importants changements morphologiques. Les cellules shNCOR1 sont aplaties et vacuolisées comparativement aux cellules témoins qui gardent leur morphologie épithéliale. De plus, nous avons observé, dans le cadre des expériences reliées à notre premier objectif de recherche, qui consistait à déterminer le rôle de NCOR1 dans le contrôle de la réponse inflammatoire dans les CEIs, que l’utilisation de shARN dirigés contre NCOR1 entraine une augmentation spontanée de l’expression de la chimiokine CXCL8 (Figure 12). CXCL8 est une chimiokine associée à l’apparition du SASP dans les cellules sénescentes (Coppe et al., 2010a). Nous avons posé l’hypothèse que la diminution de l’expression de NCOR1 entraine l’apparition d’un phénotype de sénescence chez les cellules Caco-2/15 et HT-29. Nous avons réalisé des colorations à la β-galactosidase et nous avons observé que les cellules shNCOR1 sont positives pour ce marqueur de sénescence cellulaire. Le phénotype de sénescence a été confirmé par l’analyse d’autres marqueurs comme l’augmentation de la phosphorylation du variant d’histone γH2A.X et l’augmentation de l’expression du gène CDKN1A (p21). Le gène 
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CDKN1A a d’ailleurs été montré comme étant une cible directe du corépresseur NCOR1 (Doig et al., 2013). Des tests ELISA ont été effectués pour mesurer l’augmentation de la sécrétion d’autres molécules inflammatoires associées au SASP. Ces résultats suggèrent que le corépresseur NCOR1 joue un rôle clé dans le contrôle de la sénescence. L’implication de NCOR1 dans la sénescence cellulaire n’a jamais été rapportée dans la littérature.  
2.2 Mécanisme d’induction de la sénescence cellulaire en absence de 
NCOR1 
 
2.2.1 Adhésion cellulaire  Lorsque nous avons réalisé les premières infections des cellules Caco-2/15 et HT-29 avec les lentivirus permettant d’exprimer le shARN dirigé contre NCOR1, nous avons remarqué que les cellules shNCOR1_655 présentaient un important défaut dans leur potentiel d’adhésion à un substrat de plastique. Dans une étude récente, Heldring et ses collaborateurs ont observé un phénotype semblable au nôtre sans toutefois attribuer la perte de NCOR1 à de la sénescence cellulaire. Ils ont démontré que la diminution de l’expression de NCOR1 au niveau d’un modèle in vitro humain de glioblastome, les cellules U87, entraine l’apparition de deux populations de cellules présentant des phénotypes distincts. Une première population de cellules est adhérente tandis qu’une autre est en suspension. Les auteurs de cette étude ont démontré que les cellules adhérées présentent une augmentation de certains marqueurs associés à l’induction de l’autophagie, tel que Beclin1 et LC3 II. De plus, ils ont observé que leur capacité de prolifération est diminuée. Par opposition à ces résultats, ils ont observé que les cellules en suspension ont une prolifération plus soutenue ce qui corrèle avec une augmentation de leur potentiel invasif in vivo et in 
vitro (Heldring et al., 2014).  Nous avons voulu déterminer si nos cellules en suspension étaient vivantes et si leur phénotype pouvait ressembler à celui observé avec les cellules de glioblastome exprimant un shARN dirigé contre NCOR1. Nous avons effectué un immunobuvardage 
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à l’aide de cellules adhérées, en suspension ou encore avec des cellules ensemencées sur un Pétri recouvert de polyHema. Nous avons observé que les cellules adhérées sont vivantes et négatives pour le marqueur pro-apoptotique qu’est le fragment clivé de PARP. Par contre, nous avons montré que les cellules en suspension sont positives pour le fragment clivé de PARP tout comme les cellules ensemencées sur polyHema qui représentent le témoin positif de mort cellulaire par anoïkose. Ces résultats nous permettent donc de conclure que la perte de NCOR1 ne protège pas les CCCHs de la mort cellulaire par anoïkose. De plus, ce résultat suggère que la perte de NCOR1 induit des dommages importants qui entrainent la mort d’une grande proportion des cellules et que les cellules qui résistent à ces dommages développent un phénotype de sénescence. Il serait également possible d’envisager que les cellules les plus endommagées soient celles qui entrent en apoptose et que ceci favorise la sélection d’une population de cellules présentant un phénotype moins prononcé qui est caractérisé par la sénescence. 
 
2.2.2 Analyse du transcriptome  Dans le but de déterminer la ou les causes de l’entrée en sénescence des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655, nous avons utilisé deux approches. D’une part, nous avons analysé le transcriptome des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 par la technique de séquençage des ARNs. Nous avons aussi utilisé une approche de spectrométrie de masse quantitative afin d’analyser la composition du protéome de ces cellules. Les données recueillies ont été analysées grâce au logiciel IPA qui a permis de déterminer quelles sont les voies de signalisation, les régulateurs potentiels ainsi que les maladies ou fonctions étant associées aux gènes/protéines modulés dans les cellules shNCOR1_655. Ces analyses nous ont permis de confirmer la modulation de l’expression de plusieurs gènes associés à la sénescence cellulaire de même qu’au SASP dans les cellules shNCOR1_655. 
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2.2.3 Induction d’oncogènes  L’un des mécanismes les mieux caractérisés pour l’induction de la sénescence est l’activation d’oncogènes tels que Ras ou Raf (Burton et Krizhanovsky, 2014). Les différentes lignées de CCCHs présentent des mutations spécifiques de l’un ou l’autre de ces deux oncogènes. Nous avons utilisé deux lignées de CCCHs dans le cadre de ce projet, les Caco-2/15 qui sont de type sauvage pour les gènes KRAS et BRAF et les HT-29 qui sont de type sauvage pour le gène KRAS et mutées pour le gène BRAF (V600E) (Ahmed et al., 2013).  Parmi les gènes modulés dans les cellules shNCOR1_655 et associés à la signalisation de Ras, nous avons observé l’induction des gènes RRAS et MRAS. Le séquençage des ARNs des lignées Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 a permis de mettre en évidence que le gène RRAS est augmenté respectivement de 2,3 et 3,2 fois dans ces deux lignées comparativement aux cellules témoins. Le gène MRAS est lui augmenté de 1,8 et 2,2 fois dans les Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655.  La GTPase R-RAS est surtout connue pour son implication dans la régulation de l’adhésion cellulaire impliquant les intégrines (Conklin et al., 2010). La forme oncogénique de R-RAS (R-RAS87L) a été associée à l’augmentation du potentiel invasif et métastatique des cellules cancéreuses du col de l’utérus (Mora et al., 2007). De façon intéressante, l’analyse IPA prédit une augmentation significative de la signalisation des intégrines, de la signalisation en aval de la kinase ILK (Integrin-linked 
kinase) et de la signalisation associée aux métastases du CCR. Bien que l’implication de 
RRAS et de MRAS dans l’induction de la sénescence n’ait pas encore été démontrée, il est possible que l’induction de ces oncogènes dans nos cellules participe à l’établissement du phénotype de sénescence que nous observons. 
 
2.2.4 Cycle cellulaire  L’arrêt du cycle cellulaire est une caractéristique importante des cellules sénescentes et ce, peu importe le type de sénescence (Kuilman et al., 2010). Les deux mécanismes 
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les mieux caractérisés pour induire l’arrêt de prolifération dans la sénescence cellulaire sont la voie de p53 menant à l’induction de CDKN1A (p21) et la voie de CDKN2A (p16) menant à l’induction de pRB. Au niveau du cancer, et plus particulièrement du CCR, on retrouve des altérations au niveau de ces deux voies. Plusieurs mutations du gène TP53 ont été associées au CCR. Dans la lignée Caco-2/15, on retrouve la mutation E204X qui résulte en l’apparition d’un codon-stop à la position 204 du gène TP53. La protéine p53 n’est pas détectable dans ce modèle (Y. Liu et Bodmer, 2006). Dans les HT-29, la mutation de TP53 est située au niveau de la position 273 (R273H) et la protéine mutante résultante peut être détectée par immunobuvardage (Ahmed et al., 2013). Le promoteur de l’inhibiteur du cycle cellulaire CDKN2A (p16) est quant à lui hyperméthylé dans le CCR (Ahuja et al., 1997). Les mécanismes qui induisent l’arrêt du cycle cellulaire et qui mènent à la sénescence dans les cellules cancéreuses sont donc moins bien caractérisés.  Plusieurs inhibiteurs du cycle cellulaire sont modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Le gène CDKN1A (p21), CDKN2B (p15) et CDKN2D (p19) sont augmentés en absence de NCOR1. Le gène CDKN1C (p57) est quant à lui réduit. Nous notons également une augmentation de l’expression du gène CDK6.  Le gène CDKN1A (p21) est une cible transcriptionnelle de p53 (el-Deiry et al., 1993). Fang et ses collaborateurs ont démontré que l’augmentation de CDKN1A (p21) entraine l’arrêt de croissance et induit un phénotype de sénescence réplicative dans des cellules cancéreuses qui n’expriment pas une version fonctionnelle de la protéine p53 (L. Fang et al., 1999). Un phénotype semblable a été observé dans des cellules surexprimant CDKN2B (p15) (Fuxe et al., 2000). De plus, les auteurs de cette étude ont démontré que la surexpression de CDKN2B (p15) promeut l’inhibition de l’activité de la télomérase. L’augmentation de ces deux inhibiteurs du cycle cellulaire pourrait contribuer à induire la sénescence dans les CCCHs en absence du corépresseur NCOR1.  
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2.2.4.1 Implication de NCOR1 dans la stabilité du génome  L’utilisation du modèle murin invalidé pour le gène Hdac3 a permis de mettre en évidence l’implication du complexe de répression NCOR1/HDAC3 pour la stabilité du génome (Bhaskara et al., 2010; Bhaskara et Hiebert, 2011). Tout comme Ncor1, la délétion du gène Hdac3 est létale. La perte de Hdac3 chez les fibroblastes isolés des souris invalidées pour le gène Hdac3 (MEFs ; Mouse embryonic fibroblasts) affecte la progression de la phase S du cycle cellulaire et entraine l’apoptose due à l’apparition de dommages doubles brins au niveau de l’ADN et à un dysfonctionnement des mécanismes de réparation des dommages à l’ADN. Ces défauts sont également associés à une augmentation de l’acétylation de certaines histones durant la phase S du cycle cellulaire et un maintien de ces marques épigénétiques dans les cellules quiescentes (Bhaskara et al., 2008). 
 La déstabilisation du complexe de répression de NCOR1 pourrait donc être à l’origine des changements épigénétiques majeurs menant à l’altération de la structure de la chromatine. Dans une seconde étude, Bhaskara et ses collaborateurs ont mis en évidence que la délétion spécifique de Hdac3 au niveau du foie chez la souris (Hdac3foie-/-) résultait en l’apparition d’un carcinome hépatique (Bhaskara et al., 2010). La perte de HDAC3 altère la structure de la chromatine et cause une diminution significative de l’hétérochromatine dans le noyau des hépatocytes. Ils ont aussi noté une augmentation de l’acétylation des histones H4K5ac, H4K12ac, H3K9ac et H3K14ac qui corrèle avec une augmentation de l’instabilité génomique. Ensemble, leurs résultats expliquent comment les souris invalidées pour le gène Hdac3 au niveau du foie finissent par développer un carcinome hépatique. 
 Traditionnellement décrit comme un régulateur de la transcription, il semblerait que le complexe de répression de NCOR1 puisse également remplir des fonctions structurelles qui ne sont pas directement associées à la transcription des gènes. Ishii et ses collaborateurs ont démontré que le complexe NCOR1/HDAC3/TBL1/TBL1XR1 est localisé au fuseau mitotique et est requis pour l’attachement des microtubules aux 
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kinétochores. De plus, ils ont montré que la diminution de l’expression de NCOR1 ou HDAC3 entraine l’affaissement du fuseau mitotique et cause un blocage en G2/M (Ishii et al., 2008). En résumé, ces études ont permis de mettre en lumière un rôle non transcriptionnel du complexe de répression formé par NCOR1 et HDAC3 et son importance dans la stabilité du génome. 
 Nous avons observé une diminution de la vitesse de prolifération dans les cellules shNCOR1. De plus, des expériences préliminaires de cytométrie de flux ont montré une dérégulation du cycle cellulaire et ont suggéré la présence d’un blocage dans la phase G2/M du cycle cellulaire dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655 (Figure 41, Annexes). Nous ne pouvons donc pas exclure que le phénotype que nous observons dans les cellules shNCOR1 ne soit lié à une fonction structurelle et non transcriptionnelle du corépresseur NCOR1.  
2.2.4.2 Dommages à l’ADN  La réponse aux dommages à l’ADN peut avoir différentes conséquences au niveau cellulaire. Elle peut favoriser l’apoptose des cellules, un arrêt transitoire du cycle cellulaire permettant aux dommages d’être réparés ou encore elle peut entrainer l’apparition de la sénescence cellulaire advenant la présence persistante de dommages à l’ADN qui ne sont pas réparés (Sulli et al., 2012). En fonction du type de dommages à l’ADN, différents mécanismes peuvent être activés. Ceux-ci impliquent les kinases ATM et ATR.  Il est connu que le SASP corrèle avec l’apparition de dommages à l’ADN (Coppe et al., 2010a). Nous avons démontré que la phosphorylation du variant d’histone γH2A.X est induite dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655. Ce résultat supporte la présence de dommages à l’ADN et suggère que la signalisation associée à ce type de dommages soit activée dans ces cellules.  
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Par contre, les données que nous avons obtenues avec nos analyses IPA ont mis en évidence que les voies de réparation des dommages à l’ADN impliquant les protéines BRCA1 et ATM sont prédites pour être inhibées dans nos cellules shNCOR1_655. Tu et ses collaborateurs ont démontré que l’activation de la signalisation oncogénique de RAS induit la dissociation de BRCA1 avec l’ADN, ce qui entraine l’apparition des SAHF et la sénescence (Tu et al., 2011). De plus, cela engendre l’accumulation de dommages à l’ADN résultant de l’inactivation de la voie de réparation des dommages à l’ADN dont est responsable BRCA1. Les auteurs de cette étude ont démontré que la diminution de l’expression de BRCA1 par l’utilisation d’un shARN entraine le même phénotype.  L’accumulation de dommages à l’ADN pourrait être responsable de l’entrée de nos cellules en sénescence. Par contre, tel que prédit par IPA, il semblerait que cette signalisation soit inhibée à long terme dans ces cellules (Analyses IPA réalisées 7 jours après l’infection). De plus, nous n’observons pas d’induction de la cytokine IL-6, ce qui corrèle avec les données publiées par Rodier et ses collaborateurs qui ont démontré que l’expression de IL-6 est contrôlée par une signalisation en réponse à des dommages à l’ADN qui est persistante et que la réduction significative de l’expression de ATM (shARN dirigé contre ATM) est associée à une réduction de la sécrétion de cette cytokine par les cellules sénescentes (Rodier et al., 2009). Somme toute, bien que le lien entre l’apparition des dommages à l’ADN et l’établissement de la sénescence soit accepté, il reste que le statut d’activation des voies de signalisation associées à ces dommages est nébuleux une fois la sénescence établie. De plus, l’implication de ces voies de signalisation dans le maintien à long terme du phénotype de sénescence est encore controversée (Fumagalli et al., 2014).  Di Micco et ses collaborateurs ont démontré que la sénescence de type OIS est corrélée avec une activation de la réponse aux dommages à l’ADN (Di Micco et al., 2006). Gorgoulis et Halazonetis ont publié une liste de plusieurs altérations génétiques pouvant engendrer le phénotype de sénescence de type OIS (Gorgoulis et Halazonetis, 2010). Nous avons utilisé le logiciel IPA afin de générer une liste de gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 et associés à la 
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sénescence cellulaire selon la base de données de IPA. Nous avons comparé notre liste de gènes modulés dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 avec leur liste. Nous avons observé que le gène RB1 est diminué de 3,1 et 4,2 fois dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 respectivement. Ce résultat va à l’encontre de la littérature puisque le suppresseur de tumeur pRB est normalement induit et s’accumule sous sa forme active hypo phosphorylée lors de l’établissement de la sénescence en réponse aux dommages à l’ADN et est associé à la formation des SAFH (Corpet et Stucki, 2014). Tel que mentionné dans la section précédente, le gène RB1 est augmenté en réponse à CDKN2A (p16). Cependant, dans les tumeurs colorectales le promoteur du gène p16 est fréquemment hyperméthylé ce qui le réprime de façon permanente. Cela pourrait expliquer pourquoi on ne note aucune augmentation de l’expression de CDKN2A (p16) dans les CCCHs exprimant le shNCOR1_655.  Nous avons également observé que l’expression du gène TERT (Telomerase reverse 
transcriptase) est diminuée de 3,14 et 2,94 fois dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 respectivement. L’expression de la télomérase a été associée à la sénescence réplicative (Olovnikov, 1971). Des stratégies visant à induire la sénescence de façon volontaire dans certaines tumeurs sont actuellement à l’étude. Il a d’ailleurs été proposé que l’inhibition de la télomérase puisse être utilisée comme stratégie thérapeutique dans le traitement du lymphome de Burkitt (Perez-Mancera et al., 2014).  
2.2.5 Régulation de la synthèse protéique  La synthèse protéique chez les eucaryotes requiert les protéines ribosomales et les facteurs de traduction associés aux ribosomes. Les facteurs d’initiation de la traduction (eIF ; eukaryotic translation initiation factors) sont composés de plusieurs sous-unités. Le facteur eIF2 est composé de 3 sous-unités (α, β et γ) son activité est contrôlée par l’échange bidirectionnel entre le GTP et le GDP (Wek et al., 2006). Ce facteur d’initiation de la traduction est responsable de la liaison entre le tRNAMET et le ribosome de façon GTP dépendante et forme ce que l’on appelle le complexe tertiaire. 
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La sous-unité eIF2α peut être phosphorylée sur la sérine 51 qui se trouve alors à être séquestrée par le facteur eIF2B et ne pouvant plus être rechargée en GTP. Cela résulte en l’inhibition de la synthèse protéique. Une grande variété de stimuli modulent l’activité de eIF2 et influence la traduction des ARNs messagers. Le stress associé au réticulum endoplasmique (RE) est défini par la présence de protéines mal repliées au niveau du RE qui s’y accumulent et entraine la production de ROS. En réponse à ce stress, la voie de l’UPR peut être activée (UPR ; Unfolded protein response). La voie de l’UPR active par la suite la kinase PERK qui est responsable de la phosphorylation de eIF2a (ser51). Suite à cette phosphorylation, il y a une augmentation de l’expression du FT ATF4 et ceci résulte en l’augmentation de la transcription des gènes qui codent pour des protéines antioxydantes. Il a été démontré que la voie eIF2 est particulièrement importante pour le contrôle de l’homéostasie REDOX et pour l’adaptation des cellules face au stress oxydatif (Back et al., 2009). Rajesh et ses collaborateurs ont démontré que l’expression d’un mutant empêchant la phosphorylation de eIF2α (S51A) dans des MEFs, diminue la prolifération et induit la sénescence réplicative chez ces cellules (Rajesh et al., 2013). Ils ont également démontré que la surexpression de ce mutant entraine l’augmentation intracellulaire de ROS (Reactive oxygen species).  Le séquençage des ARNs des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 et les analyses réalisées avec IPA, nous ont permis de mettre en évidence que la voie de synthèse protéique qui est contrôlée par le facteur eIF2 est prédite pour être inhibée (Figure 29). Nous avons obtenu des résultats similaires avec notre expérience de spectrométrie de masse visant à déterminer la composition du protéome des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Les analyses IPA effectuées ont permis de mettre en évidence que les voies de synthèse protéique de eIF2 et de mTOR sont prédites pour être inhibées dans ces cellules.  La voie de mTORC1 est au cœur du processus de synthèse protéique et permet aux cellules de détecter et de répondre aux changements environnementaux comme la disponibilité des nutriments, les besoins énergétiques, le stress, les hormones et les 
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facteurs mitogéniques (Ma et Blenis, 2009). La croissance cellulaire et la sénescence sont deux processus biologiques qui à première vue sont opposés. Cependant, de nouvelles évidences suggèrent que ces deux processus sont intimement liés (S. Xu et al., 2014). Il a été démontré que l’activation de mTORC1 retarde l’établissement de la sénescence cellulaire et que l’utilisation de la rapamycine, l’un des inhibiteurs du complexe mTORC1 des mieux caractérisés, est associée à une diminution de plusieurs marqueurs de la sénescence cellulaire (Demidenko et Blagosklonny, 2008; Demidenko et al., 2009; Kolesnichenko et al., 2012; Pospelova et al., 2012). De plus, la rapamycine a été associée à l’augmentation de l’espérance de vie chez les rongeurs (Harrison et al., 2009). Il a été démontré que cet inhibiteur abolit le phénotype de SASP associé aux cellules sénescentes (Laberge et al., 2015). Les auteurs de cette étude ont démontré que mTORC1 est en mesure de contrôler la capacité protumorigénique des cellules sénescentes en contrôlant le développement du SASP.   Nous avons vérifié le niveau d’expression de 4 gènes clés de cette voie de signalisation 
MTOR, DEPTOR, RPTOR et RICTOR. Nous avons observé des tendances de réduction pour les gènes MTOR, DEPTOR et RPTOR. La voie de signalisation de mTORC1 est responsable de l’inhibition de l’autophagie. Nous avons observé par immunobuvardage que la réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules Caco-2/15 entraine une diminution de la phosphorylation de la protéine S6K (ser235/236) ce qui suggère une réduction de son activité et corrèle avec une réduction de l’activité de la voie mTORC1. De plus, nous avons également observé une augmentation de l’expression de la protéine LC3B II ce qui pourrait suggérer que l’autophagie est augmentée dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655. Ces deux résultats préliminaires supportent l’hypothèse selon laquelle la diminution de l’expression de NCOR1 entraine une diminution de l’activité de la voie mTORC1 et une augmentation de l’autophagie. Plusieurs évidences de la littérature suggèrent que ces voies peuvent contribuer à l’élaboration du phénotype de sénescence cellulaire (R. C. Wang et Levine, 2010). Cependant, l’augmentation de LC3B II pourrait également être associée à un ralentissement du flux autophagique (Barth et al., 2010). Le traitement de nos cellules avec un inhibiteur de l’autophagie, la Bafilomycine A1, est une expérience clé 
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qui nous permettra de mieux interpréter nos résultats et de déterminer si l’augmentation de LC3B II est associée à une augmentation de l’autophagie ou à un ralentissement du flux autophagique.  
 
2.2.5.1 La sénescence et l’autophagie  La sénescence est un processus cellulaire qui requiert une quantité énorme d’énergie. Les cellules sénescentes sont des cellules métaboliquement très actives. Une des façons possibles pour répondre à cette grande demande énergétique est l’enclenchement du processus d’autophagie au niveau des cellules sénescentes. L’autophagie peut être induite en réponse à un stress métabolique afin de permettre la survie des cellules. Telle que mentionnée dans la section 2.2.1, la diminution de l’expression de NCOR1 dans un modèle expérimental de glioblastome mène à l’induction de l’autophagie (Heldring et al., 2014).  
2.3 Lien entre SOX2 et la régulation du processus de sénescence  Ayant émis l’hypothèse que la voie de signalisation de mTOR est diminuée et que l’autophagie est augmentée dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655, nous avons cherché à identifier des gènes modulés dans ces cellules qui pourraient expliquer la modulation de ces processus cellulaires. Parmi les gènes induits dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655, nous avons identifié le facteur de pluripotence SOX2. Nous avons confirmé l’induction de SOX2 aux niveaux transcriptionnel et protéique. SOX2 est connu pour être à la fois un répresseur et un activateur transcriptionnel. Certains des gènes cibles de SOX2 sont modulés dans nos cellules comme le FT CDX2 qui est réduit et les gènes CDKN1A (p21), VIM (Vimentin) et NES (Nestin) qui sont induits (données non présentées). 
 Wang et ses collaborateurs ont démontré qu’en absence de SOX2, l’activité de la voie mTOR est élevée et que cela réprime l’autophagie. Les résultats montrent que le FT SOX2 peut lier le promoteur du gène mTOR et le réprimer en recrutant le complexe de répression de NurD (Nucleosome remodeling deacetylase) (S. Wang et al., 2013). De 
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plus, ils ont démontré que l’expression de SOX2 entraine l’augmentation de l’autophagie, ce qui est essentiel dans les premières étapes de la reprogrammation cellulaire pour la génération de cellules pluripotentes (iPSC). Comme nous l’avons vu dans l’introduction, la reprogrammation cellulaire est un processus dont l’efficacité est relativement faible et une grande proportion des cellules qui entament ce processus deviennent sénescentes (Banito et Gil, 2010). 
 Il a été démontré que la surexpression de SOX2 dans des lignées CCCHs mène à la réduction de leur prolifération via une inhibition de la voie mTOR (H. Liu et al., 2013). Les auteurs ont démontré que l’induction de SOX2 diminue l’expression de la cycline D1 et entraine un blocage dans la phase G1/S du cycle cellulaire. De manière intéressante, ils ont également noté une corrélation significative entre l’expression de SOX2, la grosseur des tumeurs, le statut de phosphorylation de la protéine S6K (ser235/236) de même qu’avec le niveau d’expression de la cycline D1 dans des biopsies provenant de patients présentant des adénocarcinomes. Cho et ses collaborateurs ont aussi évalué la capacité de SOX2 à contrôler le potentiel tumorigénique des CCCHs (Cho et al., 2013). Ils ont démontré que l’induction de SOX2 augmente l’autophagie et entraine l’apparition de la sénescence dans des lignées CCCHs. Ils ont attribué l’apparition de la sénescence avec l’augmentation de la phosphorylation de p53 (ser15), p16 et p21. 
 Toutes ces évidences nous permettent de croire que SOX2 soit un régulateur pouvant expliquer en partie les mécanismes par lequel la perte de l’expression de NCOR1 entraine une importante diminution de la prolifération des cellules Caco-2/15 et HT-29. De plus, l’induction de SOX2 dans ces cellules pourrait également expliquer que l’on observe une diminution de la voie mTORC1 et une augmentation de l’expression de certains marqueurs associés à l’autophagie. Finalement, SOX2 pourrait aussi être responsable de l’apparition du phénotype de sénescence dans les cellules shNCOR1_655. 
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2.3.1 Cellules souches cancéreuses  L’intestin et le côlon sont deux organes à renouvellement cellulaire rapide. Le renouvellement de l’épithélium intestinal est assuré par la présence de cellules souches qui sont situées au fond des cryptes (Vermeulen et Snippert, 2014). L’utilisation d’un modèle murin permettant la délétion du gène APC dans les cellules LGR5 + et entrainant l’activation constitutive de la voie WNT au niveau des cellules souches intestinales a permis de démontrer que ces cellules sont à l’origine du développement des cancers intestinaux (Barker et al., 2009).  SOX2 est capable de réguler plusieurs processus cellulaires associés à différents types de cancers. Bien que son implication varie en fonction de la nature du cancer, plusieurs évidences de la littérature suggèrent que SOX2 régule l’autorenouvellement et maintient la population de cellules souches cancéreuses (Weina et Utikal, 2014). Dans le CCR, l’expression de SOX2 a été associée à l’augmentation des métastases (Neumann et al., 2011). De façon intéressante, les résultats de nos analyses IPA suite au séquençage des ARNs des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655, suggèrent que la perte d’expression de NCOR1 dans les CCCHs induit l’activation de la signalisation associée aux métastases du CCR (Figure 29). De plus, IPA prédit une augmentation des fonctions biologiques associées au mouvement, à l’invasion et à la migration cellulaire. Nous avons noté que certains gènes associés à l’EMT sont modulés dans les cellules shNCOR1_655. Ces résultats suggèrent que la diminution de l’expression de NCOR1 dans les CCCHs engendre potentiellement la transformation de ces cellules.  
2.4 Rôle des cellules sénescentes dans le CCR  La sénescence cellulaire a originalement été décrite comme un mécanisme suppresseur de tumeurs. Une étude récente a démontré que l’inactivation génétique du gène VEGFR2, dans les CEIs in vitro, engendre la sénescence des CEIs et prévient la transformation cellulaire dans un modèle murin de cancer associé à la colite (Foersch et al., 2015). De façon opposée, de nouvelles évidences suggèrent un rôle controversé 
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pour le SASP dans le cancer et rapportent que le SASP peut influencer la croissance tumorale et promouvoir la transformation des cellules (Salama et al., 2014). Puisque les cellules Caco-2/15 et HT-29 sont sénescentes et qu’elles présentent un SASP actif, nous avons voulu évaluer l’impact de la diminution de l’expression de NCOR1 sur la croissance tumorale in vivo. Nous avons réalisé des xénogreffes chez des souris nues en injectant les cellules HT-29 shNCOR1_655. Nous avons observé que la diminution de l’expression de NCOR1 ralentit la croissance tumorale in vivo. Nos résultats indiquent que NCOR1 joue un rôle important dans la tumorigenèse. Cependant, les tumeurs sous-cutanées ne représentent pas un bon modèle pour étudier le potentiel invasif et métastatique des cellules cancéreuses. Les perspectives associées à cette portion du projet de recherche seront discutées dans la section suivante.    
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2.5 Perspectives de l’objectif 2  
2.5.1 Déterminer quelles sont les cibles directes de NCOR1  Tout au long de ce projet de recherche, nous avons expérimenté des difficultés techniques pour réaliser les expériences de ChIP de NCOR1 puisque l’interaction entre le corépresseur et l’ADN n’est pas directe. La première perspective de ce projet de recherche sera de déterminer si les molécules du SASP (CXCL8, CXCL1, ICAM1, MIF) et les gènes possiblement impliqués dans l’apparition du phénotype de sénescence (RRAS, MRAS, CDKN1A, RB1, TERT, etc.) sont des cibles transcriptionnelles directes de NCOR1. La technique de séquençage de l’ADN couplé à une immunoprécipitation de la chromatine (Chipseq) sera utilisée afin de mesurer la liaison de NCOR1 au niveau des promoteurs de ces gènes. Il serait pertinent de connaitre l’ensemble des sites de liaison de NCOR1 au niveau du génome des CEIs. De cette façon, nous pourrions déterminer les cibles directes de NCOR1 et mieux interpréter les mécanismes qui entrainent l’apparition de la sénescence cellulaire lorsque son expression est diminuée dans les CCCHs. 
 
2.5.2 Déterminer le profil protéique de la signalisation oncogénique  Nos analyses transcriptomiques nous ont aidés à tracer un portrait global des changements qui surviennent dans les CCCHs en absence de NCOR1. Par contre, les analyses protéomiques que nous avons réalisées ne nous ont pas permis d’identifier un grand nombre de protéines et les ratios de modulations que nous avons obtenus ont été relativement faibles. Il sera important d’approfondir nos connaissances des changements protéiques qui s’opèrent lorsque l’expression de NCOR1 est à la baisse. Par exemple, il sera important de vérifier les sentiers de signalisation oncogéniques pouvant mener à l’établissement de la sénescence cellulaire. Les niveaux protéiques de p21 devront être vérifiés puisqu’une augmentation de l’expression du gène peut ne pas être directement associée à une augmentation de l’expression protéique. Puisque le gène TP53 est muté dans les lignées cellulaires que nous avons utilisées, il est peu probable que le phénotype de sénescence et l’induction de p21 que nous observons 
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suite à la diminution de l’expression de NCOR1 soient reliés à p53. De plus, le statut de phosphorylation de la protéine pRB devra être évalué. Par contre, il est important de rappeler que le promoteur du gène CDKN2A (p16), un régulateur important de pRB, est hyperméthylé dans ces lignées.  
 
2.5.3 Approfondir les résultats sur le cycle cellulaire, la stabilité du génome et 
les dommages à l’ADN  Puisque le rôle non transcriptionnel de NCOR1 est encore peu caractérisé, il serait pertinent d’investiguer cet aspect dans le futur. Il faudrait compléter les expériences de cytométrie de flux afin de confirmer que la diminution de l’expression de NCOR1 entraine bel et bien un blocage des cellules dans la phase G2/M du cycle cellulaire. De plus, il serait intéressant de déterminer si NCOR1 est localisé au niveau du fuseau mitotique lors de la division cellulaire dans les CCCH tel qu’il avait été démontré par Ishii et ses collaborateurs au niveau des cellules HeLa (Ishii et al., 2008).  Le logiciel IPA prédit une inhibition des voies de réparation des dommages à l’ADN à 7 jours, il serait intéressant d’évaluer le statut d’activation de ces voies (BRCA1 et ATM) de façon plus précoce. Il est possible de croire que ces voies sont activées peu de temps après la diminution de l’expression de NCOR1 et que, de cette façon, elles contribuent à l’établissement du phénotype de sénescence. Il sera aussi intéressant de déterminer si l’expression génique et protéique de NCOR1 varie en fonction de l’induction d’une réponse aux dommages à l’ADN. Pour ce faire, nous pourrions traiter les cellules avec différents agents causant des bris d’ADN et vérifier par qPCR et immunobuvardages l’expression de NCOR1.  Il serait également important de déterminer si la réduction de l’expression de NCOR1 induit la formation de SAFH. Ceci pourrait nous donner des informations supplémentaires sur la nature du phénotype de sénescence que nous observons. Ces expériences pourraient être réalisées par immunofluorescences en utilisant les marqueurs typiquement associés au SAFH tels que le DAPI, HP1, HIRA, PML et 53BP1 (R. Zhang et al., 2007). 
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2.5.4 Approfondir les résultats sur la régulation de la synthèse protéique, de la 
voie mTOR, de l’autophagie et de SOX2  L’augmentation de l’expression de SOX2 pourrait expliquer le phénotype de sénescence que nous observons lors de la réduction de l’expression de NCOR1 dans les CCCHs. Il serait intéressant de réduire l’expression de SOX2 dans ce contexte afin de valider son implication dans le phénotype observé. Ceci pourrait être effectué en utilisant des shARNs dirigés contre SOX2 en combinaison avec les shARNs dirigés contre NCOR1. Nous pourrions également valider que l’absence de SOX2 prévient l’induction de l’autophagie et restaure les niveaux d’activité de la voie mTOR.  
2.5.4.1 La voie mTOR et le SASP  La voie de mTOR est associée à l’établissement du phénotype inflammatoire dans la sénescence (SASP) et l’utilisation de la rapamycine inhibe le SASP et diminue la capacité des cellules sénescentes à influencer la prolifération et la croissance tumorale (Laberge et al., 2015). Puisque nous observons une diminution de cette voie dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655, il est possible que la réduction de l’activité de la voie mTORC1 dans les cellules shNCOR1_655 résulte en une atténuation globale du SASP. Cependant, il est possible que la voie de mTORC1 ne soit pas totalement inhibée dans ces cellules, ce qui expliquerait que les cellules présentent un SASP partiel et limité à quelques molécules.  Bien que la sénescence cellulaire soit considérée comme un mécanisme suppresseur de tumeur en prévenant la prolifération des cellules qui sont à risque d’entamer un processus de transformation et de devenir maligne, il n’en reste pas moins que les conséquences à long terme de la présence de cellules sénescentes dans les tissus ou les tumeurs ne sont pas totalement connues. De plus, la présence persistante d’inflammation peut causer ou contribuer à l’apparition de maladies dégénératives et au cancer (Campisi, 2013; Howcroft et al., 2013).  
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Comme le SASP représente l’élément central de la sénescence qui peut influencer le microenvironnement et le potentiel tumoral des cellules cancéreuses, il serait pertinent d’évaluer l’impact d’une modulation de la voie de mTORC1, à la hausse ou à la baisse, sur le SASP et le potentiel tumorigénique chez ces cellules.  La voie mTOR pourrait être inhibée davantage par le traitement des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 avec de la rapamycine une fois le phénotype de sénescence établi. Nous serons alors capables d’évaluer si ce traitement permet de restaurer la prolifération, inhibe le phénotype de sénescence et/ou le SASP et influence la croissance tumorale in vivo des cellules.   Puisque nos résultats préliminaires suggèrent que la voie mTORC1 est diminuée et que certains marqueurs de l’autophagie sont augmentés, on pourrait moduler à la hausse l’activité de la voie mTOR afin de restaurer le niveau basal en utilisant l’activateur MYH1485. Il serait également possible de forcer l’inhibition de l’autophagie en utilisant un inhibiteur comme la Bafilomycine A1. Cela nous permettra de déterminer si ces voies de signalisation sont essentielles à l’établissement de notre phénotype de sénescence cellulaire.   Finalement, dans l’optique où les cellules sénescentes peuvent influencer le développement à long terme de tumeurs il serait intéressant de trouver une stratégie thérapeutique visant à les éliminer complètement. Il a d’ailleurs été rapporté que l’inhibition de l’autophagie (bafilomycine A1) en combinaison avec une faible dose de chimiothérapie (camptothecin) permettait d’induire l’apoptose des cellules sénescentes issues de deux modèles de CCCHs (J. W. Zhang et al., 2014). L’utilisation de la bafilomycine A1 sur les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655 pourrait peut-être induire l’apoptose chez ces cellules. 
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2.5.5 Déterminer l’impact de la perte de NCOR1 sur l’apparition de cellules 
souches cancéreuses et sur l’impact dans le CCR.  Puisque SOX2 est un facteur de pluripotence, il est possible que l’augmentation de son expression corrèle avec l’apparition de cellules souches cancéreuses suite à la diminution de l’expression de NCOR1. Les cellules souches cancéreuses colorectales (CSCC) sont caractérisées par différents marqueurs moléculaires comme CD44 (CD44 
molecule), LGR5 et DCLK1 (Doublecortin-like kinase 1) (Kemper et al., 2012; Y. S. Park et al., 2012; Nakanishi et al., 2013). Bien que la surexpression de SOX2 augmente le nombre de cellules CD44+, il semble que la combinaison des facteurs de pluripotence (Oct-3/4, Sox2 et Klf4) permet d’induire les propriétés et l’augmentation significative des marqueurs de CSCCs (Oshima et al., 2014). Il serait intéressant de mesurer l’expression des divers marqueurs associés aux CSCCs par immunobuvardages afin de déterminer si la diminution de l’expression de NCOR1 favorise leur apparition. Nous pourrions également envisager d’utiliser la cytométrie de flux en combinaison avec différents anticorps permettant de reconnaître ces antigènes afin de détecter une population peu abondante de CSCCs dans les populations de cellules shNCOR1_655.  Il faudrait déterminer l’influence du SASP sur le potentiel tumorigénique des cellules shNCOR1_655 et évaluer si ces cellules ont un potentiel métastatique et invasif plus grand que les cellules témoins tel que prédit par IPA lors de l’analyse transcriptomique des cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Puisque les xénogreffes sous-cutanées ne permettent pas d’évaluer pleinement la capacité de ces cellules à former des métastases dans des sites distaux comme le foie et les poumons, il faudrait réaliser des injections de ces cellules dans la veine de la queue, dans la rate ou le cæcum. Le cæcum représente un modèle de choix, car les cellules cancéreuses colorectales sont placées dans un environnement qui est similaire à l’environnement naturel de ces cellules (Tseng et al., 2007). De cette façon il serait possible de mesurer l’influence du SASP dans un contexte où les cellules ont la possibilité d’augmenter leur potentiel d’invasion et de migration.  
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2.5.6 Déterminer l’impact de la perte de NCOR1 dans un modèle de CEIs 
normales.  Les résultats préliminaires que nous avons obtenus jusqu’à présent avec le modèle HcoEPIC suggèrent que la diminution de l’expression de NCOR1 dans ce modèle n’entraine pas l’apparition de la sénescence cellulaire ni l’augmentation de l’expression de SOX2. Nous n’avons pas observé de coloration bleue suite à la réalisation de colorations β-galactosidases (Données non présentées). De plus, nous avons effectué des immunobuvardages afin de déterminer si la diminution de l’expression de NCOR1 entraine l’apparition de dommages à l’ADN (phosphorylation de la sérine 139 du variant d’histone γH2A.X). Nous n’avons pas observé d’augmentation de ce marqueur tel que nous l’avions fait pour les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. La caractérisation de ce modèle normal sera essentielle pour comprendre le mécanisme d’induction de la sénescence lorsque l’expression de NCOR1 est diminuée. Il faudra déterminer ce qui permet aux cellules cancéreuses d’entamer leur processus de sénescence et ce qui « protège » les cellules normales d’un tel phénotype.   Il faudra mesurer l’impact de la délétion de Ncor1 dans un contexte de CEIs normales. Pour ce faire, nous pourrons utiliser les modèles murins de délétion de Ncor1 afin de générer des organoïdes ex vivo tels que décrits par Sato et ses collaborateurs (Sato et al., 2009). Nous pourrions utiliser le modèle Ncor1∆Exon11 en combinaison avec une Cre-recombinase inductible comme la Tg (Vil-cre/ERT2) 23Syr (el Marjou et al., 2004). L’utilisation de tamoxifène permettrait l’invalidation spécifique de Ncor1 une fois les organoïdes formés. De cette façon, on s’assure de pouvoir générer des organoïdes qui sont viables. Ce modèle permettra de raffiner les connaissances quant au rôle de NCOR1 dans les cellules non cancéreuses. Il sera notamment possible de mesurer si la perte de NCOR1 affecte la prolifération, la transformation cellulaire, induit une réponse inflammatoire et/ou entraîne l’établissement d’un phénotype de sénescence cellulaire. Ce modèle facilitera la détection des cellules sénescentes. La détection de ces cellules in vivo est difficile dû au fait que l’activité de la β-galactosidase peut être 
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facilement altérée au cours de la préparation histologique des tissus. Il serait intéressant d’utiliser la technologie des organoïdes afin de vérifier si la délétion de NCOR1 entraine l’apparition de cellules sénescentes in vivo dans un modèle non cancéreux.  
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3. La composition du complexe de répression de NCOR1 dans les 
CCCHs  Nous avons démontré que le corépresseur NCOR1 n’est pas dégradé dans les CEIs lors d’une stimulation inflammatoire à l’IL-1β ou au LPS. Ce résultat va à l’encontre de la littérature. Nous cherchions donc à déterminer si la composition du complexe de répression de NCOR1 varie en fonction de la réponse inflammatoire. De plus, lorsque nous avons effectué notre analyse de séquençage de l’ARN, nous avons observé que l’expression de plusieurs gènes est diminuée lorsque l’expression de NCOR1 est altérée. Ce résultat permet d’émettre deux hypothèses : 1- Les gènes qui sont diminués ne sont pas des cibles transcriptionnelles directes de NCOR1; 2- Il existe dans le complexe classique de répression de NCOR1 une ou des protéines qui peuvent conférer une activité activatrice de la transcription dans ce complexe. Nous avons immunoprécipité le corépresseur NCOR1 dans des extraits cellulaires SILAC préparés à partir de cellules traitées ou non à l’IL-1β et nous avons utilisé la spectrométrie de masse pour déterminer les protéines qui co-immunoprécipitent avec NCOR1.  
3.1 Identification de partenaires connus  Le complexe de répression de NCOR1 est habituellement formé par les protéines NCOR1/HDAC3/TBL1/TBL1XR1 et GPS2 (Perissi et Rosenfeld, 2005). Nous avons confirmé la présence de partenaires d’interaction connus de NCOR1 que sont les protéines HDAC3 et TBL1XR1. Cependant, nous n’avons pas identifié les protéines GPS2 et TBL1 suggérant que le complexe de répression de NCOR1 dans les CEIs pourrait être différent de celui qui est décrit dans la littérature.  TBL1 peut jouer un rôle important dans le mécanisme de déplacement et de dégradation du complexe de répression en formant le complexe d’échange NCoEX. Nos résultats concordent avec ceux de Oberoi et ses collaborateurs qui ont étudié le mécanisme d’assemblage du complexe de répression de NCOR1 et qui ont déterminé que la protéine GPS2 est essentielle au recrutement de TBL1 (Oberoi et al., 2011). Il est donc cohérent 
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d’observer que ni TBL1 et GPS2 ne sont recrutées au niveau du complexe de répression de NCOR1 dans les CEIs puisque ces protéines sont connues pour être recrutées simultanément.  De plus, tel que mentionné dans la première section de la discussion, nous n’avons pas identifié la protéine TAB2 dans le complexe de répression de NCOR1 dans les CEIs. Puisque cette protéine est importante pour la régulation de l’export de NCOR1 hors du noyau lors de la stimulation à l’IL-1β, il est possible que son absence empêche l’exportation nucléaire de NCOR1 lors de la réponse inflammatoire (Baek et al., 2002).  
3.2 Identification de nouveaux partenaires et groupes protéiques 
interagissant avec NCOR1 
 
3.2.1 Les complexes PAF1 et SEC  Notre expérience d’immunoprécipitation/spectrométrie de masse a permis d’identifier plusieurs nouveaux partenaires d’interaction potentiels pour NCOR1. Parmi ces protéines, nous avons identifié des protéines appartenant aux complexes PAF1 et SEC. Le fait que nous ayons identifié plusieurs protéines associées à ces complexes protéiques supporte que le corépresseur NCOR1 puisse réellement interagir avec les complexes PAF1 et SEC. Cependant, des expériences de co-immunoprécipitations seront nécessaires pour valider ces interactions.  Le complexe PAF1 est composé des protéines PAF1, CTR9, CDC73, RTF1, LEO1 et SKI8/WDR61 (J. Kim et al., 2010). Plusieurs rôles ont été attribués à ce complexe protéique incluant la régulation de la phase d’élongation lors de la transcription par l’ARN polymérase II et la modification des histones (Jaehning, 2010; Tomson et Arndt, 2013). Le complexe SEC est quant à lui composé des protéines ELLs (elongation 
factors eleven-nineteen Lys-rich leukaemia), P-TEFb et MLLs (mixed lineage leukaemia) (Luo et al., 2012). Ce complexe protéique est surtout relié à l’activation transcriptionnelle des gènes et à la régulation du point de contrôle TECC (transcriptional elongation checkpoint control).  
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De façon intéressante, le complexe PAF1 vient tout récemment d’être associé avec le mécanisme de RNA pol II « pausing » (F. X. Chen et al., 2015). Les auteurs de cette étude ont démontré que la diminution de l’expression de PAF1 résulte en une augmentation du relâchement de l’ARN polymérase II en « pause » et mène à l’augmentation de la production de transcrits naissants et matures. De plus, les auteurs ont noté une augmentation de la phosphorylation de la sérine 2 au niveau de la queue CTD de l’ARN polymérase II et ont associé cette augmentation au recrutement du complexe SEC.  Puisque NCOR1 pourrait potentiellement interagir avec ces deux complexes, ces résultats renforcent l’hypothèse selon laquelle le corépresseur NCOR1 est impliqué dans la régulation du mécanisme de RNA pol II « pausing ». Les ratios d’enrichissement des 3 protéines du complexe PAF1 interagissant avec NCOR1 sont prédits pour augmenter en fonction de la réponse à l’IL-1β. Puisque le complexe PAF1 est impliqué dans la régulation négative de la phase d’élongation et influence le RNA pol II « pausing », ce résultat suggère qu’il est impliqué dans la régulation négative des gènes inflammatoires et concorde avec l’hypothèse que le complexe de répression de NCOR1 agit comme un frein à la réponse inflammatoire dans les CEIs.   Cependant, puisque l’expression de CXCL8 augmente lorsque les cellules sont traitées avec de l’IL-1β et que nous observons également une augmentation de l’expression de NCOR1 et du complexe PAF1, il sera très important de vérifier l’association de NCOR1 et du complexe PAF1 avec la chromatine dans le cadre d’une stimulation inflammatoire. En effet, il est probable que le complexe NCOR1-PAF1 interagisse par intermittence avec l’ADN afin de permettre l’expression de certaines cibles. Il faudra également évaluer le statut de phosphorylation de la queue CTD de l’ARN polymérase II afin de confirmer le mécanisme de « pausing ». Le promoteur du gène CXCL8 représente une des cibles transcriptionnelles que nous utiliserons pour valider ce concept.  
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3.2.1 La protéine CHD8  La protéine de remodelage de la chromatine CHD8 a été identifiée et confirmée comme interagissant avec le corépresseur NCOR1 autant dans les cellules Caco-2/15 non traitées que traitées. Son ratio d’enrichissement est très élevé et comparable au ratio d’enrichissement de NCOR1 ce qui suggère que ces deux protéines sont présentes dans un ratio stœchiométrique 1 :1. Au niveau du CCR, la protéine CHD8 peut être retrouvée dans un complexe répresseur formé par la protéine MAFG (v-maf 
avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog G), un répresseur transcriptionnel, BACH1, un facteur de transcription, DNMT3B (DNA (cytosine-5-)-
methyltransferase 3 beta), une ADN méthyltransférase et par CHD8. Ce complexe serait formé dans les cas où l’oncogène BRAF est muté (V600E) et serait responsable de la répression du gène MLH1, un gène important pour la réparation des mésappariements de l’ADN. La méthylation de ce gène entraine l’inactivation transcriptionnelle de ce dernier et mène à l’apparition de l’instabilité des microsatellites qui est associée au phénotype CIMP (M. Fang et al., 2014). Des mutations dans le gène CHD8 ont aussi été rapportées dans des biopsies de patients atteints de CCR et ayant développé des tumeurs présentant le phénotype CIMP (Tahara et Arisawa, 2014).  
3.2.1.1 Implication de CHD8 dans le phénotype de sénescence  Une fois l’interaction entre NCOR1 et CHD8 validée, nous avons cherché à comprendre si CHD8 participe à l’établissement du phénotype de sénescence que nous observons dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Nous avons utilisé un shARN dirigé contre le messager de CHD8 afin de diminuer son expression dans les cellules Caco-2/15 et HT-29. Nous avons observé que la diminution de l’expression de CHD8 dans ces modèles cellulaires n’induit pas la sénescence cellulaire. De plus, nous avons observé des phénotypes intermédiaires tant sur la vitesse de prolifération in vitro que sur la croissance tumorale in vivo comparativement aux cellules infectées avec le shNCOR1_655. Finalement, la diminution de l’expression de CHD8 influence les voies 
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de synthèse protéique eIF2 et mTOR tout comme la diminution de l’expression de NCOR1. Lorsque nous avons effectué la validation des séquences de shARNs servant à diminuer l’expression de CHD8 et de NCOR1 par qPCR, nous avons remarqué que l’utilisation du shARN dirigé contre CHD8 permettait de réduire l’expression de NCOR1 d’environ 25 % et ce, dans les deux modèles cellulaires utilisés. Il est possible qu’en affectant les niveaux d’expression de NCOR1, la perte de CHD8 reproduise partiellement les effets engendrés par la perte de NCOR1.  Afin de déterminer si CHD8 et NCOR1 contrôlent des réseaux de gènes communs, nous avons effectué le séquençage de l’ARN à l’aide de cellules infectées par le shCHD8_8. Nous avons comparé les profils d’expression géniques de ces cellules avec les résultats obtenus pour les shNCOR1_655. Nous avons observé que CHD8 et NCOR1 régulent tous deux des gènes impliqués dans la réponse inflammatoire et dans la survie des cellules cancéreuses. Ce résultat permet de penser que CHD8 collabore avec NCOR1 pour réguler l’expression de gènes associés à ces deux processus biologiques importants. Puisque NCOR1 et CHD8 semblent être en mesure de réguler des réseaux communs de gènes, ceci pourrait suggérer qu’ils partagent un rôle commun dans la transcription. Par contre, puisque la diminution de l’expression CHD8 n’entraine pas l’apparition de la sénescence, il est possible que le phénotype de sénescence que nous observons lors de la diminution de l’expression de NCOR1 soit attribuable à des fonctions qui sont non transcriptionnelles. Puisque les résultats publiés par Ishii et ses collaborateurs suggèrent que NCOR1 soit localisé au niveau du fuseau mitotique et important pour la division cellulaire, il est possible que la diminution de l’expression de NCOR1 favorise l’instabilité génétique et amène les cellules vers la catastrophe mitotique (Ishii et al., 2008). Il est d’ailleurs connu que la catastrophe mitotique peut être un événement préalable au développement de la sénescence cellulaire (Vitale et al., 2011).   
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3.3 Identification de partenaires qui varient en fonction de la réponse 
inflammatoire  
3.3.1 Le facteur de remodelage de la chromatine BRG1  Nous avons identifié la protéine de remodelage de la chromatine BRG1 comme étant enrichie dans les cellules traitées à l’IL-1β pendant 30 minutes et immunoprécipitées pour le corépresseur NCOR1. Foster et ses collaborateurs ont démontré que la protéine BRG1 est recrutée au niveau des promoteurs des gènes « tolérisés » (Foster et al., 2007). Ceci renforce l’hypothèse selon laquelle la composition du complexe de répression de NCOR1 peut varier afin de contrôler l’activité transcriptionnelle de ces gènes cibles. Il a également été démontré que BRG1 est recruté au niveau des promoteurs des gènes immédiats précoces afin de faciliter le remodelage des nucléosomes et permettre l’induction de ces gènes (Drobic et al., 2010). Dans ce cas, BRG1 semble jouer un rôle d’activateur transcriptionnel (Reisman et al., 2009). Il est possible que le recrutement de BRG1 au niveau du complexe de répression de NCOR1 permette à ce complexe de passer de répresseur à activateur transcriptionnel. Le recrutement du facteur de remodelage de la chromatine BRG1 représente donc un mécanisme potentiel qui pourrait expliquer que le complexe de répression de NCOR1 n’a pas besoin d’être déplacé et/ou dégradé afin de permettre l’activation transcriptionnelle de ces gènes cibles. L’interaction entre BRG1 et NCOR1 a d’ailleurs déjà été rapportée dans la littérature (Underhill et al., 2000).  Dans un autre ordre d’idée, il a été démontré que BRG1 est requis pour la formation du SAFH lors de la sénescence cellulaire (Tu et al., 2013). Les auteurs ont démontré que la diminution de l’expression de BRCA1 mène à la formation du SAFH et à l’entrée des cellules en sénescence. Ils ont rapporté que suite à cet évènement, l’association de BRG1 avec la chromatine est augmentée et que son activité de remodelage de la chromatine est importante pour l’activation transcriptionnelle des gènes CDKN2A (p16) et CDKN1A (p21). Nous devrons déterminer ce qui arrive avec BRG1 lorsque l’expression de NCOR1 est diminuée. Est-ce que BRG1 « remplace » NCOR1 et induit le 
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phénotype de sénescence que nous observons ? Est-ce que l’utilisation de shARN dirigés à la fois contre NCOR1 et BRG1 permettrait d’abolir le phénotype de sénescence ?  
3.4 Implication des autres membres du complexe de répression dans 
l’activation de la sénescence  NCOR1 contrôle l’expression de ses gènes cibles en permettant la formation d’un complexe de répression contenant plusieurs facteurs. Nous avons voulu investiguer l’implication potentielle d’autres membres du complexe dans le processus de sénescence. Puisque HDAC3 confère l’activité enzymatique du complexe de répression de NCOR1, nous avons diminué son expression à l’aide de shARN et réalisé des colorations à la β-galactosidase afin de déterminer si la réduction de son expression entraine le même phénotype observé en absence de NCOR1. Nous n’avons pas observé la présence de cellules sénescentes dans les cellules shHDAC3 (Données non présentées). Ce résultat concorde avec les données publiées par Wilson et ses collaborateurs. Les auteurs de cette étude ont démontré que la perte de HDAC3 n’entraine pas la sénescence. Par contre, ils ont démontré un blocage en G2/M et une augmentation de l’expression de p21 dans les CCCHs privés de HDAC3 (Wilson et al., 2006). Ces deux observations sont similaires à ce que nous observons dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. Par contre, l’induction de la sénescence semble être attribuable uniquement à la diminution de NCOR1 puisque ni la diminution de CHD8 ou de HDAC3 ne récapitule le phénotype de sénescence observé dans les cellules Caco-2/15 et HT-29 shNCOR1_655. 
 
3.5 Implication de NCOR1 dans le cycle cellulaire  Comme nous l’avons vu dans le cadre de l’objectif 2, la réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules Caco-2/15 entraine un possible blocage dans la phase G2/M du cycle cellulaire. Le complexe de répression de NCOR1 a également été localisé au niveau du fuseau mitotique et un rôle non transcriptionnel lui a été attribué (Ishii et al., 2008). L’analyse de la composition du complexe de répression de NCOR1 a permis 
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d’identifier des partenaires protéiques potentiels de NCOR1 qui jouent des rôles importants dans la stabilité des télomères et qui peuvent participer à la régulation du cycle cellulaire.  L’un de ces partenaires potentiels est la protéine TERF1 (Telomeric repeat binding 
factor (NIMA-interacting) 1, aussi connue sous le nom de Pin2/Trf1). Cette protéine est retrouvée dans les extraits cellulaires immunoprécipités de NCOR1. De façon intéressante, la protéine TERF1 est augmentée lors de la transition G2/M et est localisée au niveau du fuseau mitotique (Nakamura et al., 2002). Il a été démontré que cette protéine est un régulateur négatif de l’élongation des télomères et que sa surexpression accélère l’érosion des télomères (van Steensel et de Lange, 1997). De plus, TERF1 est un substrat de la kinase ATM et est phosphorylée par celle-ci lors de l’apparition de dommages à l’ADN. Cela supprime sa capacité à induire la mitose et l’apoptose et tout porte à croire qu’elle serait impliquée dans le point de contrôle G2/M (Kishi et Lu, 2002). L’interaction possible entre NCOR1 et TERF1 renforce le concept que NCOR1 peut avoir des fonctions cellulaires qui n’impliquent pas la transcription. La diminution de l’expression de NCOR1 abolit l’interaction entre NCOR1 et ses partenaires ce qui entraine probablement des défauts dans la progression du cycle cellulaire. Il faudra déterminer si le rôle non transcriptionnel potentiel de NCOR1 est à la base du phénotype de sénescence que nous observons dans les CCCHs.  Un autre partenaire potentiel et impliqué dans le cycle cellulaire est la protéine SMC1A (structural maintenance of chromosomes 1A). Cette protéine a été identifiée uniquement dans les extraits de cellules traitées pour 30 minutes à l’IL-1β. La protéine SMC1A est l’une des 4 sous-unités du complexe « cohésine » qui forme une boucle autour de l’ADN et qui est impliquée dans la ségrégation des chromosomes et dans la réparation des dommages à l’ADN par la recombinaison homologue (Losada, 2014). L’implication du complexe « cohésine » et l’interaction de ce dernier avec NCOR1 place une fois de plus NCOR1 au niveau de mécanismes qui sont essentiels pour la progression du cycle cellulaire et pour la réparation des dommages à l’ADN. 
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Le complexe « cohésine » possède aussi des fonctions qui ne sont pas dépendantes de la « cohésion ». Ce complexe est d’ailleurs impliqué dans la compartimentalisation du génome ainsi que dans la régulation de l’expression des gènes (Losada, 2014). De nouvelles études suggèrent que ce complexe peut être impliqué dans la régulation de la transcription et favorise l’interaction d’éléments régulateurs éloignés comme les « enhancer », les FTs et les promoteurs (Kagey et al., 2010). L’interaction potentielle entre NCOR1 et l’une des sous-unités du complexe « cohésine » signifie peut-être que NCOR1 et ce complexe collaborent pour réguler la transcription. 
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3.6 Perspectives de l’objectif 3  
3.6.1 Validation des interactions protéiques  Plusieurs interactions potentielles identifiées dans cette thèse devront être validées par des approches complémentaires. Comme les complexes PAF1 et SEC sont des partenaires intéressants de NCOR1, l’interaction avec chacune des protéines de ces complexes devra être testée. Il faudra également évaluer quels sont les gènes qui sont susceptibles d’être régulés par un tel complexe. Puisque le gène CXCL8 et CDKN1A sont deux gènes cibles potentiels de NCOR1, ils seront utiles pour investiguer la liaison potentielle de NCOR1 et de ces facteurs au niveau de leurs promoteurs respectifs. Tel que mentionné dans les perspectives de l’objectif 2, il faudra déterminer les gènes cibles de NCOR1 dans les CEIs par ChIPseq. On pourrait aussi inclure le statut de phosphorylation de la queue CTD de l’ARN polymérase II (sérine 2) dans les analyses de ChIPseq et regarder si lors d’une stimulation inflammatoire, le corépresseur NCOR1 est dissocié de la chromatine et/ou si les régions auxquelles il est associé sont susceptibles d’être contrôlées par le mécanisme de RNA pol II « pausing ».  Il sera aussi intéressant d’évaluer si le corépresseur NCOR1 a la capacité d’interagir avec la protéine CHD8 dans les CEIs humaines normales. Des expériences de co-immunoprécipitations devront être réalisées dans les modèles HcoEPIC et 18co. De plus, la nature de l’interaction entre NCOR1 et CHD8 dans les CCCHs devra être définie. Nous devrons déterminer quel est le site d’interaction entre ces deux protéines. 
 
3.6.2 Déterminer si NCOR1 peut être un activateur transcriptionnel en 
s’associant avec des partenaires tels que BRG1  L’interaction avec le facteur de remodelage de la chromatine BRG1 devra elle aussi être confirmée dans les cellules Caco-2/15. Il semblerait que le rôle de BRG1 dans l’activation transcriptionnelle des gènes immédiats précoces est très transitoire ce qui 
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pourrait expliquer pourquoi nous avons eu de la difficulté à confirmer l’interaction entre NCOR1 et BRG1 à 30 minutes lors de la stimulation des cellules avec l’IL-1β (Drobic et al., 2010). Il serait donc essentiel de refaire les expériences de co-immunoprécipitations, mais cette fois-ci en stimulant les cellules pendant des plus courtes périodes de temps, par exemple 5 ou 15 minutes.  
3.6.3 Déterminer si NCOR1 joue un rôle non transcriptionnel  Il serait intéressant de valider l’interaction de NCOR1 avec les protéines qui sont associées au contrôle du cycle cellulaire comme TERF1 et SMC1A. Une approche intéressante qui pourrait être utilisée serait de synchroniser les cellules Caco-2/15 dans la phase G2/M. On pourrait par la suite, inhiber la mitose à l’aide de nocodazole et par la suite immunoprécipiter NCOR1 (Rosner et al., 2013). De cette façon on pourrait étudier les partenaires protéiques de NCOR1 dans le contexte du cycle cellulaire uniquement.  
 
 
CONCLUSION GÉNÉRALE  Dans le cadre de cette thèse, nous avons voulu déterminer l’implication de NCOR1 dans le contrôle de l’homéostasie de l’épithélium intestinal. La délétion totale de 
Ncor1 chez la souris est létale. Nous avons, pour la première fois, réalisé la délétion de 
Ncor1 dans les CEIs. L’invalidation du gène Ncor1 dans deux modèles murins n’a pas permis d’observer des conséquences spontanées majeures chez ces animaux en absence de stress. Par contre, l’utilisation d’un agent chimique induisant une réponse inflammatoire chez ces animaux a révélé un nouveau rôle pour NCOR1 dans le contrôle de l’homéostasie intestinale. De par la nature des gènes affectés par la perte de NCOR1, nos résultats pourraient suggérer que la délétion de Ncor1 influence la composition de la microflore intestinale rendant ainsi ces animaux plus susceptibles au DSS.  De manière intéressante, les résultats obtenus parallèlement avec les modèles cellulaires et murins de délétion de Ncor1 supportent son implication dans le contrôle de la réponse inflammatoire, bien que la nature exacte des mécanismes impliqués reste encore à élucider. Ces travaux de recherche supportent l’existence de nouveaux partenaires d’interaction de NCOR1 et permettent de croire que différents mécanismes de régulation de la stabilité du complexe de répression existent. De plus, l’interaction de NCOR1 avec des complexes protéiques comme PAF1 et SEC ouvre la porte à de nouveaux rôles possibles et de nouveaux mécanismes de régulation de l’expression des gènes. L’interaction de NCOR1 avec des facteurs qui régulent la division cellulaire et qui participent à la réparation des dommages à l’ADN révèle de nouveaux rôles potentiels pour NCOR1 au-delà de son implication dans la régulation de l’expression des gènes.  Finalement, nous avons identifié un nouveau rôle pour NCOR1 dans le contrôle de la sénescence cellulaire dans les CCCHs. Bien que ces travaux n’aient pas permis de déterminer le/les mécanisme(s) par lequel(s) la diminution de NCOR1 cause l’entrée 
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des cellules CCCHs en sénescence, de nombreuses pistes sont prometteuses et devront être investiguées dans le futur. La découverte de l’implication de NCOR1 dans le processus de sénescence cellulaire des CCCHs ouvre également la porte à de nouvelles stratégies thérapeutiques visant à mieux traiter le CCR. 
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ANNEXES 
1. Figures supplémentaires 
 
 
Figure 41 : Graphique représentant le poids de animaux Ncor1∆IDΔCEI âgés de 15 à 19 mois. (n = 6 témoins et 6 mutants (femelles) et n = 8 témoins et 8 mutants (mâles); moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05). 
 
Figure 42 : La réduction de l’expression de NCOR1 dans les cellules cancéreuses colorectales 
humaines mène à l’augmentation de la phosphorylation de γH2A.X. (ser139) et suggère 
l’activation de la voie de signalisation associée à la présence de dommages à l’ADN. (A) Immunobuvardages effectués pour détecter la protéine NCOR1 et la phosphorylation de la sérine 139 de 
γH2A.X. Des d’extraits protéiques totaux provenant de cellules Caco-2/15 et de HT-29 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 3). Les niveaux relatifs de la protéine β-Actine ont été utilisés pour mesurer l’intégrité des échantillons et les quantités de protéines déposées sur gel. 
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Figure 43 : La diminution de l’expression de NCOR1 entraine un blocage dans la phase G2/M du 
cycle cellulaire. (A) Analyse par cytométrie de flux du cycle cellulaire dans les cellules Caco-2/15 shNCOR1_655. Des cellules Caco-2/15 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 2). (B) Immunofluorescences de γH2A.X effectuées sur des cellules Caco-2/15 exprimant un shARN contrôle (shNonTarget) ou le shNCOR1_655 (7 jours après l’infection) ont été utilisés (n = 3). Cette expérience a été réalisée par la plateforme de microscopie de l’Université de sherbrooke. Les graphiques C, D et E représentent les données obtenues suite à l’analyse par ordinateur des cellules ayant été utilisées pour l’immunofluorescence. (C) Intensité nucléaire de 
γH2A.X (D) Mesure de la taille des noyaux (µM2) et (E) Intensité nucléaire de Hoechst. (n = 3 ; moyennes ± les SEM). Des tests T de Student ont été utilisés pour mesurer la significativité des résultats (*; P < 0,05, **; P < 0,01, ****; P < 0,0001).  
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2. Tableaux supplémentaires 
Tableau 11: Grille d’évaluation de l’ISM basée sur la grille de Cooper et ses collaborateurs  (Cooper et al., 1993) 
Perte de poids par rapport au poids initial Score Pas de perte de poids 0 Perte de 1-5% (Entre 100 et 96%) 1 Perte de 6-10% (Entre 90 et 95%) 2 Perte de 11-20% (Entre 89 et 80%) 3 Perte de plus de 20% (Moins de 80%) 4 
Saignements anaux Score Pas de sang 0 Anus humide 1 Saignements modérés 2 Saignements importants 4 
Longueur du colon Score 100-96% de la longueur des témoins jour 0 0 95-86% de la longueur des témoins jour 0 1 85-76% de la longueur des témoins jour 0 2 75-66% de la longueur des témoins jour 0 3 65% et moins de la longueur des témoins jour 0 4 
Consistance des fèces Score Fèces bien formées 0 Fèces molles n'adhérant pas à l'anus 1 Fèces molles adhérant à l'anus 2 Diarrhée 3 Diarrhée sévère et liquide, ou colon vide 4 
Gonflement du colon Score Aspect normal 0 Gonflement faible 1 Gonflement modéré 2 Gonflement sévère 4 
Sang fécal Score Pas de sang 0 Un peu de sang 1 Beaucoup de sang 2 Le colon est rempli de sang 4  
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Tableau 12 : Grille d’évaluation du score histologique. 
Sévérité de l’inflammation Score Aucune inflammation 0 Légere (quelques endroits; < 25% du champ) 1 Modérée (> 25-50% du champ) 2 Sévère (> 50-100% du champ) 3 
Étendue de l’inflammation Score Aucune inflammation 0 Restreinte à la muqueuse 1 Muqueuse et sous-muqueuse 2 L’inflammation est transmurale 3 
Dommages aux cryptes Score Aucun dommage aux cryptes 0 Le 1er 1/3 du bas est atteint 1 Les 2/3 du bas sont atteints 2 Il ne reste plus que l’épithélium de surface 3 Il n’y a aucun épithélium sain 4 
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Tableau 13 : Gènes identifiés par la puce d’expression  BeadChipTM de Illumina comme étant augmentés ou diminués de plus de 1.5 fois et ayant un P-value < que 0,05 dans le côlon distal des animaux 
Ncor1ΔIDΔCEI mâles âgés de 3 mois. Les données ont été analysées grâce au logiciel FlexArray et au Significance analysis of microarrays (SAM) test (n = 3 souris par groupe). 
Symbole Nom du gène Induction/ diminution P-value 
Retnlb resistin like beta 32,41 9,03E-03 
Ang4 angiogenin, ribonuclease A family, member 4 18,16 1,88E-03 
H2-T10 histocompatibility 2, T region locus 10 4,59 2,69E-04 
Il1rl1 interleukin 1 receptor-like 1 4,28 3,65E-02 
Itln1 intelectin 1 (galactofuranose binding) 4,20 5,46E-03 
Ighg Immunoglobulin heavy chain (gamma polypeptide) 3,33 1,30E-02 
Pla2g4c phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent) 2,88 4,53E-03 
Sez6l2 seizure related 6 homolog (mouse)-like 2 2,87 4,61E-02 
Mt1 metallothionein 1 2,87 1,52E-04 
Bmp8b bone morphogenetic protein 8b 2,70 9,74E-03 
Glycam1 glycosylation dependent cell adhesion molecule 1 2,68 2,79E-02 
Serpina3g serine (or cysteine) peptidase inhibitor, clade A, member 3G 2,64 1,66E-02 
H2-Q5 histocompatibility 2, Q region locus 5 2,62 3,36E-03 
Sell selectin L 2,61 1,06E-02 
Nrg1 neuregulin 1 2,44 4,78E-02 
Rab11fip2 RAB11 family interacting protein 2 (class I) 2,44 1,22E-02 
Areg amphiregulin 2,42 8,94E-03 
Egr4 early growth response 4 2,39 5,15E-03 
Dhrs9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 2,38 2,38E-02 
Blk BLK proto-oncogene, Src family tyrosine kinase 2,38 4,20E-02 
Stc1 stanniocalcin 1 2,38 1,34E-02 
Cd177 CD177 molecule 2,37 5,16E-03 
Psg18 pregnancy specific glycoprotein 18 2,37 9,14E-03 
Slc1a4 solute carrier family 1 (glutamate/neutral amino acid transporter), b   2,29 3,75E-02 Cd27 CD27 molecule 2,27 1,05E-02 
Ly6g6c lymphocyte antigen 6 complex, locus G6C 2,26 3,43E-02 
Fkbp11 FK506 binding protein 11, 19 kDa 2,26 3,48E-02 
Pla2g2a phospholipase A2, group IIA (platelets, synovial fluid) 2,24 2,77E-03 
Nck1 NCK adaptor protein 1 2,21 7,27E-04 
Kcnj1 potassium channel, inwardly rectifying subfamily J, member 1 2,20 3,50E-03 
Muc4 mucin 4 2,18 2,60E-02 
Oas2 2'-5'-oligoadenylate synthetase 2, 69/71kDa 2,17 1,76E-02 
Dnmt3a DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha 2,16 8,00E-03 
Srm spermidine synthase 2,14 1,13E-02 
Fcrla Fc receptor-like A 2,14 1,27E-02 
Calm4 calmodulin-like 5 2,13 4,37E-02 
LOC100043
918 
chemokine (C-C motif) ligand 19 2,11 1,65E-02 
Sstr3 somatostatin receptor 3 2,11 2,49E-03 
Prrt1 proline-rich transmembrane protein 1 2,11 4,04E-03 
Ms4a4d membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 4B 2,11 1,93E-03 
Amigo3 adhesion molecule with Ig-like domain 3 2,10 2,67E-03 
Hspa1a heat shock 70kDa protein 1A 2,09 4,03E-02 
Itpa inosine triphosphatase (nucleoside triphosphate pyrophosphatase) 2,05 4,57E-04 
Cobll1 cordon-bleu WH2 repeat protein-like 1 2,03 4,60E-02 
Ltb lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 2,03 2,43E-02 
Mmp3 matrix metallopeptidase 3 2,03 7,62E-02 
Mthfd2 methylenetetrahydrofolate dehydrogenase (NADP+ dependent) 2, h l h d f l  l h d l  2,03 2,81E-02 H2-Bl major histocompatibility complex, class I, A 2,02 8,06E-03 
Cars cysteinyl-tRNA synthetase 2,02 1,26E-02 
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Hmx2 H6 family homeobox 2 2,00 3,80E-03 
Aldh1l2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member L2 1,99 4,94E-02 
Piwil4 piwi-like RNA-mediated gene silencing 4 1,98 2,92E-02 
Fabp2 fatty acid binding protein 2, intestinal 1,97 9,59E-03 
Lmln leishmanolysin-like (metallopeptidase M8 family) 1,96 3,09E-03 
Cd6 CD6 molecule 1,96 1,72E-02 
Tnfrsf22 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 23 1,95 4,62E-02 
Ankar ankyrin and armadillo repeat containing 1,95 1,31E-02 
Adhfe1 alcohol dehydrogenase, iron containing, 1 1,93 1,41E-03 
Ccdc150 coiled-coil domain containing 150 1,92 1,44E-02 
2610020H0
8 ik 
exonuclease NEF-sp 1,91 2,33E-02 
Acap2 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 2 1,90 1,36E-02 
Rrp12 ribosomal RNA processing 12 homolog (S. cerevisiae) 1,90 1,58E-02 
Chac1 ChaC glutathione-specific gamma-glutamylcyclotransferase 1 1,88 3,76E-02 
Gch1 GTP cyclohydrolase 1 1,88 9,17E-03 
Smox spermine oxidase 1,87 4,10E-02 
Evx1 even-skipped homeobox 1 1,87 1,86E-02 
Slc7a11 solute carrier family 7 (anionic amino acid transporter light chain, xc- )  b   1,87 4,68E-02 March1 membrane-associated ring finger (C3HC4) 1, E3 ubiquitin protein l  1,86 1,57E-02 Crem cAMP responsive element modulator 1,86 1,56E-02 
Il4i1 interleukin 4 induced 1 1,86 3,00E-02 
Apol7c apolipoprotein L 7e 1,85 2,79E-02 
Sgk3 serum/glucocorticoid regulated kinase family, member 3 1,85 1,96E-02 
Slc15a3 solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 3 1,85 1,54E-02 
Ifna6 interferon, alpha 4 1,84 2,14E-03 
Tpr translocated promoter region, nuclear basket protein 1,83 2,02E-02 
Ctps CTP synthase 1 1,83 6,41E-03 
Rrm2 ribonucleotide reductase M2 1,83 2,39E-02 
Pop1 processing of precursor 1, ribonuclease P/MRP subunit (S. cerevisiae) 1,83 1,82E-03 
Copb1 coatomer protein complex, subunit beta 1 1,83 5,41E-03 
Clec1a C-type lectin domain family 1, member A 1,83 2,63E-03 
Nol10 nucleolar protein 10 1,83 7,11E-03 
Lypd3 LY6/PLAUR domain containing 3 1,82 1,43E-02 
Fgf12 fibroblast growth factor 12 1,82 7,71E-03 
F12 coagulation factor XII (Hageman factor) 1,82 1,76E-03 
Ly6d lymphocyte antigen 6 complex, locus D 1,81 3,28E-02 
H2-Q8 histocompatibility 2, Q region locus 8 1,81 2,77E-02 
6430548M0
k 
KIAA0513 1,81 1,91E-03 
Cklf chemokine-like factor 1,80 1,97E-02 
Fbxo3 F-box protein 3 1,80 1,15E-02 
Clnk cytokine-dependent hematopoietic cell linker 1,79 2,21E-02 
Csnk1a1 casein kinase 1, alpha 1 1,79 1,43E-02 
Metap2 methionyl aminopeptidase 2 1,79 1,45E-03 
Myc v-myc avian myelocytomatosis viral oncogene homolog 1,79 1,45E-02 
Grwd1 glutamate-rich WD repeat containing 1 1,78 3,51E-02 
Naglu N-acetylglucosaminidase, alpha 1,78 7,70E-03 
Gmppb GDP-mannose pyrophosphorylase B 1,78 1,69E-02 
Ndc80 NDC80 kinetochore complex component 1,78 3,11E-02 
Clcn1 chloride channel, voltage-sensitive 1 1,77 8,36E-03 
C230052I1
k 
chromosome 19 open reading frame 40 1,77 2,18E-03 
Chrna1 cholinergic receptor, nicotinic, alpha 1 (muscle) 1,76 3,23E-02 
Zap70 zeta-chain (TCR) associated protein kinase 70kDa 1,76 1,30E-02 
Gnl3 guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar) 1,76 1,37E-02 
Tmem186 transmembrane protein 186 1,76 2,90E-03 
Ly6a lymphocyte antigen 6 complex, locus A 1,76 4,08E-02 
Nt5c1a 5'-nucleotidase, cytosolic IA 1,76 7,64E-03 
Bclaf1 BCL2-associated transcription factor 1 1,75 2,11E-03 
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Chordc1 cysteine and histidine-rich domain (CHORD) containing 1 1,75 4,29E-02 
Rrp1b ribosomal RNA processing 1B 1,75 4,86E-02 
Slbp stem-loop binding protein 1,75 2,09E-03 
Hist1h3c histone cluster 2, H3d 1,74 9,53E-03 
Akr1b8 aldo-keto reductase family 1, member B10 (aldose reductase) 1,74 3,30E-02 
Cabp4 calcium binding protein 4 1,74 1,98E-02 
Dbf4 DBF4 zinc finger 1,74 6,19E-03 
Stap1 signal transducing adaptor family member 1 1,74 1,84E-03 
Pcsk9 proprotein convertase subtilisin/kexin type 9 1,74 1,02E-02 
Kcnk6 potassium channel, two pore domain subfamily K, member 6 1,74 5,54E-03 
Tnf tumor necrosis factor 1,74 4,55E-02 
Tfrc transferrin receptor 1,73 1,39E-02 
Cebpe CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), epsilon 1,73 3,60E-03 
Fubp1 far upstream element (FUSE) binding protein 1 1,73 2,20E-02 
Fgf10 fibroblast growth factor 10 1,73 4,45E-02 
Ifi44 interferon-induced protein 44 1,73 1,15E-02 
Gjb2 gap junction protein, beta 2, 26kDa 1,72 1,46E-02 
Stk39 serine threonine kinase 39 1,72 1,93E-02 
Kbtbd8 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 8 1,72 2,65E-02 
Rem2 RAS (RAD and GEM)-like GTP binding 2 1,72 1,47E-02 
Cd84 CD84 molecule 1,71 1,73E-03 
Ptpn22 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 22 (lymphoid) 1,71 3,14E-02 
Pprc1 peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator-l d 1 1,71 2,39E-02 Mical2 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain   1,71 3,92E-03 Olfr380 olfactory receptor 380 1,70 3,67E-03 
Itgav integrin, alpha V 1,70 2,18E-02 
Cpsf2 cleavage and polyadenylation specific factor 2, 100kDa 1,70 1,40E-02 
Usp25 ubiquitin specific peptidase 25 1,70 4,23E-02 
Samsn1 SAM domain, SH3 domain and nuclear localization signals 1 1,70 3,55E-02 
Chrdl1 chordin-like 1 1,70 1,78E-02 
Wars tryptophanyl-tRNA synthetase 1,70 5,25E-03 
F2rl3 coagulation factor II (thrombin) receptor-like 3 1,70 4,91E-02 
Kcng4 potassium channel, voltage gated modifier subfamily G, member 4 1,69 1,88E-02 
Klhl31 kelch-like family member 31 1,69 1,04E-02 
Heatr1 HEAT repeat containing 1 1,69 4,07E-02 
Ncr1 natural cytotoxicity triggering receptor 1 1,68 3,73E-02 
Sema7a semaphorin 7A, GPI membrane anchor (John Milton Hagen blood ) 1,68 1,84E-02 Tead4 TEA domain family member 4 1,68 8,44E-03 
Neurog3 neurogenin 3 1,68 9,44E-03 
Lrrc59 leucine rich repeat containing 59 1,67 2,88E-02 
Lrp1b low density lipoprotein receptor-related protein 1B 1,67 4,77E-03 
Chst4 carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 4 1,67 3,77E-02 
Ascl2 achaete-scute family bHLH transcription factor 2 1,67 1,51E-02 
Cap2 CAP, adenylate cyclase-associated protein, 2 (yeast) 1,67 2,64E-02 
D17H6S53E chromosome 6 open reading frame 47 1,67 1,29E-02 
Rab27b RAB27B, member RAS oncogene family 1,67 3,44E-02 
Arsk arylsulfatase family, member K 1,67 2,87E-03 
Polr3e polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide E (80kD) 1,67 4,20E-02 
Stip1 stress-induced phosphoprotein 1 1,66 3,85E-02 
Grp gastrin-releasing peptide 1,66 1,29E-01 
Apol9b apolipoprotein L 9b 1,66 4,83E-02 
Cox8c cytochrome c oxidase subunit VIIIc 1,66 1,78E-02 
Cdh8 cadherin 8, type 2 1,66 6,79E-02 
Smpdl3b sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B 1,65 2,08E-03 
Smyd5 SMYD family member 5 1,65 9,01E-03 
Btc betacellulin 1,65 2,24E-02 
Zfp711 zinc finger protein 711 1,65 4,34E-02 
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Zdhhc22 zinc finger, DHHC-type containing 22 1,65 4,03E-03 
Abr active BCR-related 1,65 1,35E-02 
Noc3l nucleolar complex associated 3 homolog (S. cerevisiae) 1,65 3,21E-02 
Klk6 kallikrein-related peptidase 6 1,65 3,57E-03 
Ctnnal1 catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 1,65 1,45E-02 
Brd4 bromodomain containing 4 1,65 2,96E-03 
Polr1b polymerase (RNA) I polypeptide B, 128kDa 1,65 2,10E-02 
Gprc5a G protein-coupled receptor, class C, group 5, member A 1,65 9,81E-03 
Slc7a6 solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, y+L    1,65 4,30E-02 Nudt15 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 15 1,64 1,80E-02 
Timp1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 1,64 7,90E-03 
Chst5 carbohydrate (N-acetylglucosamine 6-O) sulfotransferase 6 1,64 3,64E-02 
Wdr77 WD repeat domain 77 1,64 3,64E-02 
Dusp6 dual specificity phosphatase 6 1,64 3,12E-02 
Ifrd2 interferon-related developmental regulator 2 1,64 3,83E-02 
Ccdc47 coiled-coil domain containing 47 1,64 5,66E-03 
Hipk3 homeodomain interacting protein kinase 3 1,64 1,21E-02 
Nlrp1a NLR family, pyrin domain containing 1A 1,64 3,28E-03 
Ankrd55 ankyrin repeat domain 55 1,64 1,61E-02 
Pwp2 PWP2 periodic tryptophan protein homolog (yeast) 1,63 2,34E-02 
Oprk1 opioid receptor, kappa 1 1,63 4,81E-03 
Ky kyphoscoliosis peptidase 1,63 3,77E-02 
Slc22a8 solute carrier family 22 (organic anion transporter), member 8 1,63 3,40E-02 
Hist1h2ae histone cluster 1, H2al 1,63 4,46E-03 
Pmm2 phosphomannomutase 2 1,63 5,87E-03 
Cad carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and  1,63 3,34E-02 Gnb1l guanine nucleotide binding protein (G protein), beta polypeptide 1-l k  1,63 4,12E-03 Ttc39b tetratricopeptide repeat domain 39B 1,63 6,11E-03 
Rtkn2 rhotekin 2 1,62 2,76E-02 
Psors1c2 psoriasis susceptibility 1 candidate 2 1,62 1,12E-02 
Fgf15 fibroblast growth factor 19 1,62 1,98E-02 
Lamp3 lysosomal-associated membrane protein 3 1,62 9,69E-03 
Chst9 carbohydrate (N-acetylgalactosamine 4-0) sulfotransferase 9 1,62 1,15E-02 
Ripk2 receptor-interacting serine-threonine kinase 2 1,62 4,56E-02 
Ccne1 cyclin E1 1,62 2,35E-02 
Cr2 complement component (3d/Epstein Barr virus) receptor 2 1,61 4,56E-02 
Myf5 myogenic factor 5 1,61 1,73E-02 
Tkt transketolase 1,61 9,28E-03 
Olfr1357 olfactory receptor, family 1, subfamily I, member 1 1,61 1,58E-02 
Csf3 colony stimulating factor 3 (granulocyte) 1,61 2,01E-02 
Ppp1r1c protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1C 1,61 2,73E-02 
Cacna1e calcium channel, voltage-dependent, R type, alpha 1E subunit 1,61 6,59E-03 
Tmc8 transmembrane channel-like 8 1,61 9,62E-03 
Nanos1 nanos homolog 1 (Drosophila) 1,61 2,55E-02 
Ddx31 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 31 1,61 2,89E-02 
B4galt6 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 6 1,61 4,13E-03 
Ccl9 chemokine (C-C motif) ligand 9 1,61 1,50E-01 
Pigw phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class W 1,61 9,98E-03 
Igf2bp3 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3 1,61 3,16E-02 
B3galt6 UDP-Gal:betaGal beta 1,3-galactosyltransferase polypeptide 6 1,61 8,72E-03 
Agr3 anterior gradient 3 1,61 2,34E-02 
Btn2a2 butyrophilin, subfamily 2, member A2 1,61 1,79E-02 
Dnase1l3 deoxyribonuclease I-like 3 1,60 3,57E-02 
Hvcn1 hydrogen voltage gated channel 1 1,60 3,88E-02 
Dapk2 death-associated protein kinase 2 1,60 4,53E-02 
Gtf3c6 general transcription factor IIIC, polypeptide 6, alpha 35kDa 1,60 7,49E-03 
Ccdc85a coiled-coil domain containing 85A 1,60 7,72E-03 
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Lss lanosterol synthase (2,3-oxidosqualene-lanosterol cyclase) 1,60 3,27E-02 
Slc35c1 solute carrier family 35 (GDP-fucose transporter), member C1 1,60 1,99E-02 
Shroom4 shroom family member 4 1,60 1,86E-02 
Gfap glial fibrillary acidic protein 1,59 1,95E-02 
Gbx2 gastrulation brain homeobox 2 1,59 1,52E-02 
Tuba4a tubulin, alpha 4a 1,59 1,35E-02 
Mapt microtubule-associated protein tau 1,59 2,38E-02 
Samd12 sterile alpha motif domain containing 12 1,59 1,34E-02 
Sdf2l1 stromal cell-derived factor 2-like 1 1,59 2,76E-02 
Elk4 ELK4, ETS-domain protein (SRF accessory protein 1) 1,59 2,01E-02 
Tfpi2 tissue factor pathway inhibitor 2 1,58 1,90E-02 
Pcdhgb7 protocadherin gamma subfamily B, 7 1,58 2,89E-03 
Yrdc yrdC N(6)-threonylcarbamoyltransferase domain containing 1,58 3,28E-02 
Ugt2a3 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide A3 1,58 1,48E-02 
Def6 differentially expressed in FDCP 6 homolog (mouse) 1,58 1,79E-02 
Mageb3 melanoma antigen family B1 1,58 4,62E-02 
Anapc10 anaphase promoting complex subunit 10 1,58 3,97E-02 
Galc galactosylceramidase 1,58 3,48E-02 
Zcchc18 zinc finger, CCHC domain containing 18 1,58 1,43E-02 
Uck2 uridine-cytidine kinase 2 1,58 2,93E-02 
Serpina3m serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, )  b   1,58 1,08E-02 Pih1d2 PIH1 domain containing 2 1,58 1,05E-02 
Ddx39 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39A 1,58 1,07E-02 
Adamts9 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 9 1,58 3,44E-02 
Gzme granzyme H (cathepsin G-like 2, protein h-CCPX) 1,57 3,71E-02 
Sost sclerostin 1,57 2,48E-02 
Exosc3 exosome component 3 1,57 3,46E-02 
Rnf150 ring finger protein 150 1,57 6,28E-03 
Smap2 small ArfGAP2 1,57 4,28E-02 
Ccdc86 coiled-coil domain containing 86 1,57 4,64E-02 
Trim36 tripartite motif containing 36 1,57 1,33E-02 
Usp10 ubiquitin specific peptidase 10 1,57 9,26E-03 
Ccl7 chemokine (C-C motif) ligand 7 1,57 4,53E-02 
Zfp62 ZFP62 zinc finger protein 1,57 2,30E-02 
1700040L0
k 
chromosome 10 open reading frame 107 1,57 2,71E-02 
Luc7l LUC7-like (S. cerevisiae) 1,57 3,76E-02 
Tln2 talin 2 1,56 2,20E-02 
Hist1h3a histone cluster 1, H3d 1,56 2,61E-03 
Fnbp4 formin binding protein 4 1,56 2,18E-02 
2310035C2
3 ik 
KIAA1468 1,56 4,81E-02 
Nol8 nucleolar protein 8 1,56 2,91E-02 
Zfp276 zinc finger protein 276 1,56 3,75E-02 
Crnkl1 crooked neck pre-mRNA splicing factor 1 1,56 6,90E-03 
Pax3 paired box 3 1,56 4,98E-02 
Xpo1 exportin 1 1,56 2,25E-02 
Fbxw2 F-box and WD repeat domain containing 2 1,56 1,37E-02 
Fcgr4 Fc fragment of IgG, low affinity IIIa, receptor (CD16a) 1,56 1,15E-01 
Rnf24 ring finger protein 24 1,56 4,75E-02 
Rftn1 raftlin, lipid raft linker 1 1,56 1,26E-02 
Abcd3 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 1,56 2,77E-02 
Matn4 matrilin 4 1,55 2,69E-02 
Osbp oxysterol binding protein 1,55 1,78E-02 
Aifm1 apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated, 1 1,55 6,95E-03 
Cbln2 cerebellin 2 precursor 1,55 1,41E-02 
Snn stannin 1,55 4,24E-02 
Cbfb core-binding factor, beta subunit 1,55 1,73E-02 
Wdr43 WD repeat domain 43 1,55 3,20E-02 
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Syt10 synaptotagmin X 1,55 1,81E-02 
Pcdhgc3 protocadherin gamma subfamily C, 3 1,55 2,85E-02 
Il1b interleukin 1, beta 1,55 1,10E-01 
Yy1 YY1 transcription factor 1,55 4,06E-01 
Nkx2-5 NK2 homeobox 5 1,55 2,89E-02 
Mmp1b matrix metallopeptidase 1b (interstitial collagenase) 1,54 6,63E-03 
Gdnf glial cell derived neurotrophic factor 1,54 1,17E-01 
Syvn1 synovial apoptosis inhibitor 1, synoviolin 1,54 2,90E-02 
Celsr2 cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 2 1,54 1,52E-02 
Nrxn1 neurexin 1 1,54 2,25E-02 
Ddx19b DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 19B 1,54 4,46E-02 
Rnasel ribonuclease L (2',5'-oligoisoadenylate synthetase-dependent) 1,54 2,47E-02 
Dusp2 dual specificity phosphatase 2 1,54 4,02E-02 
S100g S100 calcium binding protein G 1,54 1,73E-02 
Igf2bp1 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 1 1,54 3,42E-02 
Gtse1 G-2 and S-phase expressed 1 1,54 1,55E-02 
Dnajb9 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 9 1,54 4,18E-02 
Jak3 Janus kinase 3 1,54 2,55E-02 
Nlrp4c NLR family, pyrin domain containing 4 1,54 1,51E-02 
Ppp1r2 protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 2 1,53 1,14E-02 
Ahctf1 AT hook containing transcription factor 1 1,53 2,00E-02 
Hgs hepatocyte growth factor-regulated tyrosine kinase substrate 1,53 2,45E-02 
Tm4sf1 transmembrane 4 L six family member 1 1,53 3,92E-02 
Rhox6 reproductive homeobox 9 1,53 1,26E-02 
Spryd3 SPRY domain containing 3 1,53 4,28E-02 
Klk11 kallikrein-related peptidase 11 1,53 1,80E-02 
Polr3d polymerase (RNA) III (DNA directed) polypeptide D, 44kDa 1,53 9,87E-03 
Pik3cd phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit d l  1,53 8,33E-02 Cdc42ep1 CDC42 effector protein (Rho GTPase binding) 1 1,52 2,58E-02 
Wdr75 WD repeat domain 75 1,52 1,83E-02 
Kctd7 potassium channel tetramerization domain containing 7 1,52 4,99E-03 
Stk35 serine/threonine kinase 35 1,52 1,89E-02 
Insrr insulin receptor-related receptor 1,52 3,03E-02 
Hyou1 hypoxia up-regulated 1 1,52 4,52E-02 
Topbp1 topoisomerase (DNA) II binding protein 1 1,52 2,35E-02 
Nup155 nucleoporin 155kDa 1,52 2,59E-02 
Slc35c2 solute carrier family 35 (GDP-fucose transporter), member C2 1,52 2,28E-02 
Ppapdc3 phosphatidic acid phosphatase type 2 domain containing 3 1,52 3,69E-02 
Agtpbp1 ATP/GTP binding protein 1 1,52 1,75E-02 
Hspa8 heat shock 70kDa protein 8 1,52 2,24E-01 
Patz1 POZ (BTB) and AT hook containing zinc finger 1 1,51 3,29E-02 
Fen1 flap structure-specific endonuclease 1 1,51 1,27E-02 
Syncrip synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein 1,51 4,50E-02 
Casp8 caspase 8, apoptosis-related cysteine peptidase 1,51 9,29E-02 
Sphk1 sphingosine kinase 1 1,51 1,82E-01 
Pabpc4 poly(A) binding protein, cytoplasmic 4 (inducible form) 1,51 3,85E-02 
Clec4d C-type lectin domain family 4, member D 1,51 1,20E-02 
Sstr5 somatostatin receptor 5 1,51 7,58E-03 
Cort cortistatin 1,50 5,43E-02 
Heatr5b HEAT repeat containing 5B 1,50 4,96E-02 
Tgm1 transglutaminase 1 1,50 1,65E-02 
Erc1 ELKS/RAB6-interacting/CAST family member 1 1,50 3,31E-02 
Ccdc96 coiled-coil domain containing 96 1,50 9,69E-03 
Narfl nuclear prelamin A recognition factor-like 1,50 1,46E-02 
Gucy1a3 guanylate cyclase 1, soluble, alpha 3 -1,50 3,29E-02 
Map3k5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 5 -1,50 3,37E-02 
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Mgmt O-6-methylguanine-DNA methyltransferase -1,50 9,39E-03 
Mrps10 mitochondrial ribosomal protein S10 -1,50 1,97E-02 
Tlr1 toll-like receptor 1 -1,50 9,11E-02 
Cyp2b23 cytochrome P450, family 2, subfamily b, polypeptide 23 -1,50 3,31E-02 
Nid1 nidogen 1 -1,50 3,92E-02 
Notch1 notch 1 -1,50 2,39E-02 
Sema6a sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic    -1,50 3,77E-02 Fat3 FAT atypical cadherin 3 -1,51 5,64E-03 
Cryaa crystallin, alpha A -1,51 1,03E-02 
Nlrp6 NLR family, pyrin domain containing 6 -1,51 4,07E-02 
Ttn titin -1,51 1,48E-02 
Hspa14 heat shock 70kDa protein 14 -1,51 3,31E-02 
Dnajc10 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 10 -1,51 3,85E-02 
Vamp8 vesicle-associated membrane protein 8 -1,51 5,01E-03 
Traf1 TNF receptor-associated factor 1 -1,51 6,87E-02 
Fryl FRY-like -1,51 3,00E-02 
Rbp3 retinol binding protein 3, interstitial -1,51 4,06E-02 
Sytl5 synaptotagmin-like 5 -1,51 4,05E-02 
Adcy6 adenylate cyclase 6 -1,51 1,95E-02 
Afmid arylformamidase -1,51 2,60E-02 
Etd embryonic testis differentiation -1,52 3,14E-02 
Gramd3 GRAM domain containing 3 -1,52 7,59E-03 
Gtf2a1 general transcription factor IIA, 1, 19/37kDa -1,52 1,71E-02 
Gdf5 growth differentiation factor 5 -1,52 2,37E-02 
Rc3h2 ring finger and CCCH-type domains 2 -1,52 3,17E-02 
Cdkl4 cyclin-dependent kinase-like 4 -1,52 2,13E-02 
Ring1 ring finger protein 1 -1,52 4,40E-02 
Zfyve19 zinc finger, FYVE domain containing 19 -1,52 8,18E-03 
Cfhr1 complement factor H-related 1 -1,52 6,99E-03 
Ifngr2 interferon gamma receptor 2 (interferon gamma transducer 1) -1,52 3,35E-02 
Tas2r114 taste receptor, type 2, member 10 -1,52 2,98E-02 
Ifi202b interferon activated gene 202B -1,53 7,43E-03 
Bbx bobby sox homolog (Drosophila) -1,53 1,19E-02 
Dgkh diacylglycerol kinase, eta -1,53 4,92E-02 
Tgif1 TGFB-induced factor homeobox 1 -1,53 4,92E-03 
Npsr1 neuropeptide S receptor 1 -1,53 2,95E-02 
Hexdc hexosaminidase (glycosyl hydrolase family 20, catalytic domain)  -1,53 4,86E-02 Pnrc1 proline-rich nuclear receptor coactivator 1 -1,53 3,26E-02 
Trpv6 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 6 -1,53 3,32E-01 
Prl3d3 prolactin family 3, subfamily d, member 1 -1,53 4,63E-02 
Aldh6a1 aldehyde dehydrogenase 6 family, member A1 -1,53 8,11E-03 
Fbxl5 F-box and leucine-rich repeat protein 5 -1,53 1,34E-02 
Eif4ebp3 eukaryotic translation initiation factor 4E binding protein 3 -1,53 3,68E-02 
Clock clock circadian regulator -1,53 3,09E-02 
Wdr17 WD repeat domain 17 -1,53 3,63E-02 
Fign fidgetin -1,54 2,59E-02 
Ucp3 uncoupling protein 3 (mitochondrial, proton carrier) -1,54 1,05E-02 
Pex13 peroxisomal biogenesis factor 13 -1,54 4,15E-02 
Avpr2 arginine vasopressin receptor 2 -1,54 1,06E-02 
Camk2d calcium/calmodulin-dependent protein kinase II delta -1,54 4,27E-02 
Rpl18a ribosomal protein L18a -1,54 2,73E-02 
Faah fatty acid amide hydrolase -1,54 1,11E-02 
Brd1 bromodomain containing 1 -1,54 1,48E-02 
Sncg synuclein, gamma (breast cancer-specific protein 1) -1,55 1,66E-02 
Fam13c family with sequence similarity 13, member C -1,55 1,55E-02 
Ccnd2 cyclin D2 -1,55 2,90E-02 
Mep1a meprin A, alpha (PABA peptide hydrolase) -1,55 3,58E-02 
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Elk3 ELK3, ETS-domain protein (SRF accessory protein 2) -1,55 3,57E-02 
Olfr723 olfactory receptor, family 4, subfamily L, member 1 -1,55 2,10E-02 
Tax1bp3 Tax1 (human T-cell leukemia virus type I) binding protein 3 -1,55 4,09E-02 
Mdga2 MAM domain containing glycosylphosphatidylinositol anchor 2 -1,55 2,12E-02 
Rp1l1 retinitis pigmentosa 1-like 1 -1,55 1,57E-02 
Pgk1 phosphoglycerate kinase 1 -1,55 2,54E-02 
Grin1 glutamate receptor, ionotropic, N-methyl D-aspartate 1 -1,55 4,69E-02 
Wipi1 WD repeat domain, phosphoinositide interacting 1 -1,55 4,56E-02 
Icosl inducible T-cell co-stimulator ligand -1,55 1,37E-02 
E230019M0
k 
PIH1 domain containing 3 -1,56 7,95E-03 
Lix1 Lix1 homolog (chicken) -1,56 4,54E-02 
Csmd3 CUB and Sushi multiple domains 3 -1,56 2,89E-02 
F7 coagulation factor VII (serum prothrombin conversion accelerator) -1,56 9,04E-03 
Cnot8 CCR4-NOT transcription complex, subunit 8 -1,56 2,21E-02 
Rftn2 raftlin family member 2 -1,56 2,37E-02 
Cxcl3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 -1,56 3,84E-02 
Slc5a8 solute carrier family 5 (sodium/monocarboxylate cotransporter), b   -1,56 2,77E-02 Tas2r119 taste receptor, type 2, member 1 -1,56 4,21E-02 
Slitrk3 SLIT and NTRK-like family, member 3 -1,56 1,55E-02 
Itm2b integral membrane protein 2B -1,57 3,62E-02 
Ascc1 activating signal cointegrator 1 complex subunit 1 -1,57 1,18E-02 
Taar8c trace amine associated receptor 8 -1,57 2,37E-02 
Zbtb22 zinc finger and BTB domain containing 22 -1,57 7,85E-03 
Galnt13 polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 13 -1,57 4,13E-02 
Il17rd interleukin 17 receptor D -1,57 8,33E-03 
Ncoa7 nuclear receptor coactivator 7 -1,58 4,26E-02 
Chka choline kinase alpha -1,58 8,89E-02 
Dhdh dihydrodiol dehydrogenase (dimeric) -1,58 4,68E-02 
Inpp5e inositol polyphosphate-5-phosphatase, 72 kDa -1,58 7,02E-03 
Clk1 CDC-like kinase 1 -1,58 4,52E-02 
Ndufb11 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 11, 17.3kDa -1,58 3,96E-03 
Olfml1 olfactomedin-like 1 -1,58 4,05E-02 
Mylk2 myosin light chain kinase 2 -1,58 2,77E-02 
Scrg1 stimulator of chondrogenesis 1 -1,58 2,33E-02 
Gal3st2 galactose-3-O-sulfotransferase 2 -1,58 3,35E-02 
Lpin1 lipin 1 -1,58 7,52E-03 
Kcne3 potassium channel, voltage gated subfamily E regulatory beta subunit  -1,58 2,61E-03 Etl4 KIAA1217 -1,58 4,46E-02 
Car5b carbonic anhydrase VB, mitochondrial -1,59 3,93E-02 
Amy1 amylase, alpha 2A (pancreatic) -1,59 3,57E-02 
Stk31 serine/threonine kinase 31 -1,59 9,72E-03 
Car6 carbonic anhydrase VI -1,59 2,26E-02 
Glcci1 glucocorticoid induced 1 -1,59 2,51E-02 
H2afv H2A histone family, member V -1,59 4,95E-02 
Myom2 myomesin 2 -1,59 1,37E-02 
Nr1d2 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 2 -1,59 7,98E-03 
Adck5 aarF domain containing kinase 5 -1,59 3,47E-02 
Cst9 cystatin 9-like -1,59 3,51E-02 
Vdr vitamin D (1,25- dihydroxyvitamin D3) receptor -1,60 3,62E-02 
Hnrnpul1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U-like 1 -1,60 2,69E-02 
Socs2 suppressor of cytokine signaling 2 -1,60 2,04E-02 
Egfl7 EGF-like-domain, multiple 7 -1,60 1,09E-02 
Klk13 kallikrein-related peptidase 13 -1,60 6,42E-03 
Syne1 spectrin repeat containing, nuclear envelope 1 -1,60 1,52E-02 
Zeb2 zinc finger E-box binding homeobox 2 -1,61 1,45E-02 
Agfg2 ArfGAP with FG repeats 2 -1,61 3,31E-02 
Phldb1 pleckstrin homology-like domain, family B, member 1 -1,61 6,67E-03 
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Col11a1 collagen, type XI, alpha 1 -1,61 2,53E-02 
Fgf2 fibroblast growth factor 2 (basic) -1,61 5,23E-02 
Runx1t1 runt-related transcription factor 1; translocated to, 1 (cyclin D-l d) -1,61 3,78E-03 Cry2 cryptochrome circadian clock 2 -1,61 3,02E-02 
Fgfr3 fibroblast growth factor receptor 3 -1,62 1,55E-01 
Akr1e1 aldo-keto reductase family 1, member E2 -1,62 4,56E-03 
Speer3 spermatogenesis associated glutamate (E)-rich protein 4a -1,62 4,81E-02 
Rax retina and anterior neural fold homeobox -1,62 6,38E-02 
Ptch1 patched 1 -1,62 3,40E-02 
Csrp3 cysteine and glycine-rich protein 3 (cardiac LIM protein) -1,62 4,86E-02 
Pdgfd platelet derived growth factor D -1,62 5,60E-03 
Atp13a3 ATPase type 13A3 -1,62 2,64E-02 
Olfr417 olfactory receptor, family 10, subfamily X, member 1 ( / d ) -1,62 1,40E-02 Cirbp cold inducible RNA binding protein -1,62 6,57E-02 
Thoc2 THO complex 2 -1,63 8,72E-03 
Peli1 pellino E3 ubiquitin protein ligase 1 -1,63 1,61E-02 
Epb4.1l3 erythrocyte membrane protein band 4.1-like 3 -1,63 2,22E-02 
Mark3 MAP/microtubule affinity-regulating kinase 3 -1,63 1,60E-02 
Pgm1 phosphoglucomutase 2 -1,63 3,05E-02 
Rnf167 ring finger protein 167 -1,63 1,46E-02 
Nkiras1 NFKB inhibitor interacting Ras-like 1 -1,63 2,53E-03 
Max MYC associated factor X -1,63 3,32E-02 
Krba1 KRAB-A domain containing 1 -1,64 2,43E-02 
Olfr198 olfactory receptor, family 5, subfamily AC, member 2 -1,64 1,78E-02 
Iyd iodotyrosine deiodinase -1,64 4,47E-02 
Adam33 ADAM metallopeptidase domain 33 -1,64 1,57E-02 
Luc7l2 LUC7-like 2 (S. cerevisiae) -1,64 2,74E-02 
Ugt1a5 UDP glucuronosyltransferase 1 family, polypeptide A4 -1,64 1,61E-02 
Trpv3 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 3 -1,65 2,76E-02 
Snca synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor) -1,65 2,98E-02 
Mgst1 microsomal glutathione S-transferase 1 -1,65 1,38E-02 
Phf13 PHD finger protein 13 -1,65 1,39E-02 
Tnfrsf19 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 19 -1,65 1,67E-02 
Ikzf2 IKAROS family zinc finger 2 (Helios) -1,66 2,97E-02 
Ecm2 extracellular matrix protein 2, female organ and adipocyte specific -1,66 2,64E-02 
Anxa6 annexin A6 -1,66 8,52E-03 
Atp1a2 ATPase, Na+/K+ transporting, alpha 2 polypeptide -1,66 1,91E-02 
Glis2 GLIS family zinc finger 2 -1,66 1,44E-02 
St8sia6 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 6 -1,66 2,21E-02 
Tmem35 transmembrane protein 35 -1,66 3,73E-02 
Cox8b cytochrome c oxidase subunit VIIIb -1,67 3,69E-02 
Ltb4r2 leukotriene B4 receptor 2 -1,67 8,00E-03 
Akap10 A kinase (PRKA) anchor protein 10 -1,67 1,97E-02 
Cdkn1b cyclin-dependent kinase inhibitor 1B (p27, Kip1) -1,67 1,34E-02 
Anxa7 annexin A7 -1,67 2,40E-02 
Rps6ka5 ribosomal protein S6 kinase, 90kDa, polypeptide 5 -1,67 2,55E-03 
Olfr78 olfactory receptor, family 51, subfamily E, member 2 -1,67 4,38E-03 
Spata20 spermatogenesis associated 20 -1,68 1,73E-02 
Maf v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog -1,68 2,23E-02 
Rab5b RAB5B, member RAS oncogene family -1,68 3,17E-02 
Olfr729 olfactory receptor, family 4, subfamily K, member 5 -1,68 9,41E-03 
Chkb choline kinase beta -1,68 1,03E-02 
Spag8 sperm associated antigen 8 -1,68 9,65E-03 
Osbpl1a oxysterol binding protein-like 1A -1,69 6,07E-03 
Pde6c phosphodiesterase 6C, cGMP-specific, cone, alpha prime -1,69 2,25E-02 
Sim2 single-minded family bHLH transcription factor 2 -1,69 4,31E-02 
Srr serine racemase -1,69 4,38E-02 
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Fam109a family with sequence similarity 109, member A -1,69 1,28E-02 
Dennd4c DENN/MADD domain containing 4C -1,69 1,54E-02 
4833420G1
k 
chromosome 5 open reading frame 34 -1,69 2,43E-03 
Cyp2d22 cytochrome P450, family 2, subfamily d, polypeptide 22 -1,70 2,49E-02 
Olfr1189 olfactory receptor 1189 -1,70 6,89E-03 
Kir3dl2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long l  l  3 -1,70 1,62E-02 Col18a1 collagen, type XVIII, alpha 1 -1,70 7,36E-02 
Cald1 caldesmon 1 -1,70 2,09E-02 
Got1l1 glutamic-oxaloacetic transaminase 1-like 1 -1,70 5,70E-03 
Fabp5 fatty acid binding protein 5 (psoriasis-associated) -1,70 1,99E-02 
Tnnt3 troponin T type 3 (skeletal, fast) -1,70 5,45E-03 
Gast gastrin -1,70 4,40E-03 
Tsku tsukushi, small leucine rich proteoglycan -1,71 3,17E-02 
Plcd4 phospholipase C, delta 4 -1,71 3,71E-03 
Cpne3 copine III -1,71 9,60E-03 
Osr1 odd-skipped related transciption factor 1 -1,71 1,87E-02 
Obsl1 obscurin-like 1 -1,71 6,26E-03 
Dydc2 DPY30 domain containing 2 -1,72 4,96E-03 
Nrxn3 neurexin III -1,72 2,74E-02 
Myom3 myomesin 3 -1,72 1,25E-02 
Abca7 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 7 -1,72 8,62E-03 
Psmb9 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 9 -1,73 3,26E-03 
Osbpl6 oxysterol binding protein-like 6 -1,73 2,90E-02 
Ppbp pro-platelet basic protein -1,74 1,90E-02 
Zfp429 regulator of sex limited protein 1 -1,75 3,93E-02 
Ddb2 damage-specific DNA binding protein 2, 48kDa -1,75 7,12E-03 
Sult1c2 sulfotransferase family, cytosolic, 1C, member 2 -1,75 3,84E-02 
Ace2 angiotensin I converting enzyme 2 -1,76 1,04E-02 
Grb7 growth factor receptor-bound protein 7 -1,77 1,27E-02 
Parp11 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 11 -1,77 2,43E-03 
G0s2 G0/G1 switch 2 -1,77 2,61E-02 
Bik BCL2-interacting killer (apoptosis-inducing) -1,77 1,19E-02 
Ghr growth hormone receptor -1,77 5,08E-03 
Nek3 NIMA-related kinase 3 -1,78 5,38E-03 
Sertad3 SERTA domain containing 3 -1,78 1,13E-02 
Cyr61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 -1,79 3,37E-02 
Gtpbp2 GTP binding protein 2 -1,79 9,83E-03 
Flt4 fms-related tyrosine kinase 4 -1,79 5,50E-03 
Olfr690 olfactory receptor 690 -1,79 1,04E-02 
Rnf32 ring finger protein 32 -1,80 5,53E-03 
Asb5 ankyrin repeat and SOCS box containing 5 -1,80 1,77E-02 
Vsx1 visual system homeobox 1 -1,81 1,83E-02 
Bbc3 BCL2 binding component 3 -1,81 2,01E-02 
Olig3 oligodendrocyte transcription factor 3 -1,81 3,95E-02 
Ccdc38 coiled-coil domain containing 38 -1,83 1,47E-02 
Actb actin, beta -1,83 6,85E-03 
Ugt2a1 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide A1, complex locus -1,83 4,03E-02 
Gnpnat1 glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1 -1,83 2,62E-02 
Art3 ADP-ribosyltransferase 3 -1,83 3,45E-02 
Tnr tenascin R -1,84 2,55E-03 
Mest mesoderm specific transcript -1,84 7,82E-03 
Cyp27a1 cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1 -1,84 2,32E-02 
Map2k6 mitogen-activated protein kinase kinase 6 -1,84 2,25E-02 
Cacnb4 calcium channel, voltage-dependent, beta 4 subunit -1,84 1,27E-02 
Trdmt1 tRNA aspartic acid methyltransferase 1 -1,85 1,26E-02 
Rgs20 regulator of G-protein signaling 20 -1,85 1,36E-03 
Hpgd hydroxyprostaglandin dehydrogenase 15-(NAD) -1,85 1,07E-02 
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Fgf14 fibroblast growth factor 14 -1,85 2,90E-03 
Pdzrn3 PDZ domain containing ring finger 3 -1,85 4,69E-03 
Slc44a4 solute carrier family 44, member 4 -1,86 1,56E-03 
Serpinb5 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 5 -1,86 3,04E-03 
1700007G1
 
chromosome 4 open reading frame 22 -1,86 3,98E-02 
Fgf16 fibroblast growth factor 16 -1,86 1,24E-02 
Col9a3 collagen, type IX, alpha 3 -1,86 1,68E-02 
Ebf2 early B-cell factor 2 -1,86 1,16E-02 
Krt75 keratin 75, type II -1,87 3,52E-03 
Fmo1 flavin containing monooxygenase 1 -1,88 4,48E-02 
Gstt2 glutathione S-transferase theta 2 (gene/pseudogene) -1,89 1,01E-02 
Ifi27 interferon, alpha-inducible protein 27 -1,89 2,72E-02 
4932438H2
3 ik 
chromosome 21 open reading frame 62 -1,89 8,66E-04 
Abca4 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 4 -1,90 3,03E-02 
Sepp1 selenoprotein P, plasma, 1 -1,91 4,58E-02 
Ppp2r2b protein phosphatase 2, regulatory subunit B, beta -1,91 1,46E-02 
Kcnh6 potassium channel, voltage gated eag related subfamily H, member 6 -1,92 2,60E-03 
Cml2 camello-like 2 -1,93 2,19E-02 
Bmp3 bone morphogenetic protein 3 -1,93 2,09E-02 
Rapgef6 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6 -1,93 2,45E-03 
Pde6h phosphodiesterase 6H, cGMP-specific, cone, gamma -1,94 2,47E-02 
Mup5 major urinary protein 1 -1,94 7,84E-03 
Dio1 deiodinase, iodothyronine, type I -1,96 1,46E-02 
Capsl calcyphosine-like -1,98 2,19E-02 
Slc4a4 solute carrier family 4 (sodium bicarbonate cotransporter), member  -1,98 2,16E-02 Pfkfb2 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 2 -2,00 2,17E-03 
Il15 interleukin 15 -2,00 5,42E-03 
Scfd2 sec1 family domain containing 2 -2,00 3,17E-03 
Echdc1 ethylmalonyl-CoA decarboxylase 1 -2,02 3,03E-03 
Ptprr protein tyrosine phosphatase, receptor type, R -2,02 2,32E-02 
Rab33a RAB33A, member RAS oncogene family -2,04 4,00E-02 
Slc7a9 solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, bo,+ )  b  9 -2,06 3,31E-02 Nnat neuronatin -2,07 4,24E-02 
Aqp7 aquaporin 7 -2,08 2,13E-02 
Lama3 laminin, alpha 3 -2,08 2,14E-02 
Gsn gelsolin -2,11 7,61E-03 
Slc6a7 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 7 -2,11 1,75E-02 
Fbxo32 F-box protein 32 -2,13 3,74E-02 
Mrap melanocortin 2 receptor accessory protein -2,15 3,87E-02 
Il22 interleukin 22 -2,16 1,54E-03 
Ncor1 nuclear receptor corepressor 1 -2,18 1,02E-03 
Fads3 fatty acid desaturase 3 -2,19 7,55E-04 
Polq polymerase (DNA directed), theta -2,24 1,33E-02 
H2-T23 major histocompatibility complex, class I, E -2,25 9,73E-03 
Tppp3 tubulin polymerization-promoting protein family member 3 -2,26 1,83E-02 
Olfr429 olfactory receptor, family 6, subfamily N, member 1 -2,26 4,77E-04 
Prpf4b pre-mRNA processing factor 4B -2,34 4,60E-03 
Sparc secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) -2,34 1,52E-02 
Nek2 NIMA-related kinase 2 -2,36 1,11E-03 
Inmt indolethylamine N-methyltransferase -2,43 1,57E-02 
Klk15 kallikrein-related peptidase 15 -2,43 4,45E-02 
Sh3rf2 SH3 domain containing ring finger 2 -2,44 4,00E-03 
Hoxd10 homeobox D10 -2,54 4,15E-02 
Zan zonadhesin (gene/pseudogene) -2,57 3,38E-02 
Tnni1 troponin I type 1 (skeletal, slow) -2,64 3,24E-02 
Timp4 TIMP metallopeptidase inhibitor 4 -2,67 4,38E-03 
Dok5 docking protein 5 -2,93 3,95E-03 
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Ebag9 estrogen receptor binding site associated, antigen, 9 -3,00 1,48E-02  
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Tableau 14 : Gènes identifiés par la puce d’expression BeadChipTM de Illumina comme étant augmentés ou diminués de plus de 1.5 fois et ayant un P-value < que 0,05 dans le côlon distal des animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI mâles âgés de 2 mois. Les données ont été analysées grâce au logiciel FlexArray et au au Significance analysis of microarrays (SAM) test (n = 2 souris par groupe). 
Symbole Nom du gène Induction/ diminution P-Value 
Ido1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 7,37 2,43E-05 
Cabp7 calcium binding protein 7 4,95 5,52E-03 
Arg2 arginase 2 4,15 3,53E-05 
Dlk1 delta-like 1 homolog (Drosophila) 4,13 2,07E-03 
Slc7a9 solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, bo,+ )  b   2,68 1,55E-04 Nr1d1 nuclear receptor subfamily 1, group D, member 1 2,40 2,45E-03 
Mfsd2a major facilitator superfamily domain containing 2A 2,38 3,52E-03 
Trpv6 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 6 2,33 1,30E-04 
Serpine1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator h b   )  b   2,31 3,70E-03 Il1rl1 interleukin 1 receptor-like 1 2,31 3,26E-03 
Abcg5 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 5 2,30 6,86E-03 
Mga MGA, MAX dimerization protein 2,17 2,24E-02 
Aicda activation-induced cytidine deaminase 2,16 4,33E-02 
Ssb Sjogren syndrome antigen B (autoantigen La) 2,12 2,38E-03 
Kcnq2 potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 2 2,10 4,28E-02 
Hmgcs2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial) 2,08 1,94E-03 
Ifnl3 interferon, lambda 3 2,03 3,48E-03 
Twsg1 twisted gastrulation BMP signaling modulator 1 2,01 4,89E-02 
Parp11 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 11 2,00 7,60E-03 
Acan aggrecan 2,00 8,74E-03 
Nanos3 nanos homolog 3 (Drosophila) 1,98 3,32E-02 
Ascl2 achaete-scute family bHLH transcription factor 2 1,97 2,38E-03 
Snca synuclein, alpha (non A4 component of amyloid precursor) 1,96 2,70E-03 
Col13a1 collagen, type XIII, alpha 1 1,94 4,11E-04 
Nphs2 nephrosis 2, idiopathic, steroid-resistant (podocin) 1,93 2,34E-02 
Pax2 paired box 2 1,93 3,75E-05 
Aqp9 aquaporin 9 1,92 1,02E-02 
Rab27b RAB27B, member RAS oncogene family 1,91 5,18E-03 
Plag1 pleiomorphic adenoma gene 1 1,90 6,08E-03 
Tmtc4 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 4 1,89 2,24E-02 
Cma1 chymase 1, mast cell 1,89 1,19E-03 
Il12rb2 interleukin 12 receptor, beta 2 1,89 1,09E-02 
Mpz myelin protein zero 1,88 6,31E-03 
Ift57 intraflagellar transport 57 1,87 2,51E-02 
Tbl1xr1 transducin (beta)-like 1 X-linked receptor 1 1,86 3,00E-03 
Gcm2 glial cells missing homolog 2 (Drosophila) 1,85 2,34E-03 
B4galnt2 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 2 1,84 4,44E-02 
Trim17 tripartite motif containing 17 1,84 4,50E-02 
Dnmt3a DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 alpha 1,84 9,32E-03 
Muc4 mucin 4, cell surface associated 1,84 4,80E-03 
Ankrd27 ankyrin repeat domain 27 (VPS9 domain) 1,83 3,70E-02 
Nol6 nucleolar protein 6 (RNA-associated) 1,83 1,59E-02 
Iffo1 intermediate filament family orphan 1 1,83 2,64E-02 
Prrx1 paired related homeobox 1 1,83 1,52E-02 
Acacb acetyl-CoA carboxylase beta 1,82 9,32E-04 
Enam enamelin 1,82 2,48E-03 
Ifna7 interferon, alpha 7 1,81 3,88E-02 
Abcg8 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 8 1,81 9,89E-03 
Creb1 cAMP responsive element binding protein 1 1,81 1,57E-02 
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Mov10 Mov10 RISC complex RNA helicase 1,81 8,46E-04 
Slc2a5 solute carrier family 2 (facilitated glucose/fructose transporter), b  5 1,81 5,70E-03 Heatr3 HEAT repeat containing 3 1,81 5,94E-03 
Clstn2 calsyntenin 2 1,80 1,50E-02 
Asb7 ankyrin repeat and SOCS box containing 7 1,79 6,87E-03 
Bco2 beta-carotene oxygenase 2 1,79 1,57E-04 
Krt24 keratin 24, type I 1,79 1,76E-02 
Gabrr1 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, rho 1 1,79 1,58E-03 
Hnrnpf heterogeneous nuclear ribonucleoprotein F 1,79 4,20E-02 
Efhd1 EF-hand domain family, member D1 1,79 3,63E-02 
Scnn1g sodium channel, non voltage gated 1 gamma subunit 1,78 1,10E-02 
Ddx59 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 59 1,78 4,37E-02 
Slc2a9 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 9 1,78 1,34E-02 
Prok1 prokineticin 1 1,78 4,81E-03 
Cxcl2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 1,78 2,54E-02 
Mtus1 microtubule associated tumor suppressor 1 1,78 3,16E-04 
Pcdha7 protocadherin alpha 7 1,78 4,21E-02 
Fmo5 flavin containing monooxygenase 5 1,78 1,40E-02 
Tmem151a transmembrane protein 151A 1,77 3,98E-02 
Chat choline O-acetyltransferase 1,75 7,95E-04 
Cfhr1 complement factor H-related 1 1,75 4,38E-02 
Rcbtb2 regulator of chromosome condensation (RCC1) and BTB (POZ)     1,75 1,26E-02 Pnpt1 polyribonucleotide nucleotidyltransferase 1 1,74 3,66E-02 
Tmem186 transmembrane protein 186 1,74 9,24E-03 
Vwc2 von Willebrand factor C domain containing 2 1,74 3,82E-02 
Cd177 CD177 molecule 1,72 2,74E-03 
Lhx9 LIM homeobox 9 1,72 2,76E-03 
Insig2 insulin induced gene 2 1,71 9,69E-03 
H2-m1/h2-
 
histocompatibility 2, M region locus 1 1,71 1,30E-02 
Rai14 retinoic acid induced 14 1,71 2,79E-02 
Ffar4 free fatty acid receptor 4 1,71 1,20E-02 
Creb3l3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3 1,71 3,27E-03 
Spink4 serine peptidase inhibitor, Kazal type 4 1,71 4,56E-03 
Dynll2 dynein, light chain, LC8-type 2 1,70 2,69E-02 
Adarb2 adenosine deaminase, RNA-specific, B2 (non-functional) 1,70 1,17E-02 
Clnk cytokine-dependent hematopoietic cell linker 1,70 3,20E-02 
Trim10 tripartite motif containing 10 1,70 1,58E-02 
Tyms thymidylate synthetase 1,70 1,59E-02 
Mlh3 mutL homolog 3 1,69 1,16E-02 
Sox6 SRY (sex determining region Y)-box 6 1,69 1,67E-02 
Pkhd1 polycystic kidney and hepatic disease 1 (autosomal recessive) 1,69 2,85E-02 
Cnga2 cyclic nucleotide gated channel alpha 2 1,68 4,41E-02 
Cdrt4 CMT1A duplicated region transcript 4 1,68 6,21E-03 
Mid1 midline 1 1,68 1,91E-02 
Fads6 fatty acid desaturase 6 1,67 1,42E-03 
Fbxl21 F-box and leucine-rich repeat protein 21 (gene/pseudogene) 1,67 1,20E-02 
Adam8 ADAM metallopeptidase domain 8 1,67 2,04E-02 
Bclaf1 BCL2-associated transcription factor 1 1,67 1,86E-02 
Iqub IQ motif and ubiquitin domain containing 1,66 8,41E-03 
Epha5 EPH receptor A5 1,66 1,25E-02 
Mmp10 matrix metallopeptidase 10 1,66 1,24E-02 
Trim58 tripartite motif containing 58 1,66 4,65E-02 
Adam18 ADAM metallopeptidase domain 18 1,65 3,34E-02 
Syt8 synaptotagmin VIII 1,65 7,19E-03 
Slc13a4 solute carrier family 13 (sodium/sulfate symporter), member 4 1,65 9,02E-03 
Txndc17 thioredoxin domain containing 17 1,65 4,21E-03 
Eml5 echinoderm microtubule associated protein like 5 1,65 9,98E-04 
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Slc12a2 solute carrier family 12 (sodium/potassium/chloride transporter), b   1,64 1,76E-02 Matn3 matrilin 3 1,64 1,96E-03 
Nt5c1a 5'-nucleotidase, cytosolic IA 1,64 4,59E-02 
Afp alpha-fetoprotein 1,64 1,94E-02 
Nmur1 neuromedin U receptor 1 1,64 2,24E-02 
Omp olfactory marker protein 1,64 1,61E-02 
Rps23 ribosomal protein S23 1,63 7,35E-03 
B3gnt9 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 9 1,63 3,77E-03 
Npas1 neuronal PAS domain protein 1 1,63 4,62E-02 
Atp12a ATPase, H+/K+ transporting, nongastric, alpha polypeptide 1,63 4,40E-02 
Ddx51 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 51 1,63 9,74E-04 
Slc9b2 solute carrier family 9, subfamily B (NHA2, cation proton antiporter )  b   1,63 1,77E-02 Ccdc113 coiled-coil domain containing 113 1,63 4,73E-02 
Pou4f1 POU class 4 homeobox 1 1,63 1,01E-02 
Gpr151 G protein-coupled receptor 151 1,62 1,52E-02 
Abcd3 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 1,62 1,68E-03 
Ehf ets homologous factor 1,62 7,06E-03 
Tnfrsf21 tumor necrosis factor receptor superfamily, member 21 1,62 8,97E-03 
Gchfr GTP cyclohydrolase I feedback regulator 1,62 3,30E-03 
Slc25a20 solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), b   1,62 4,27E-03 Nudt15 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 15 1,61 2,42E-02 
Spz1 spermatogenic leucine zipper 1 1,61 5,07E-03 
Hdhd1 haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 1 1,61 4,24E-02 
Xiap X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin protein ligase 1,60 6,06E-03 
Trpm3 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 3 1,60 2,16E-02 
Acbd5 acyl-CoA binding domain containing 5 1,60 6,91E-03 
Cacna1d calcium channel, voltage-dependent, L type, alpha 1D subunit 1,60 1,13E-02 
Slc4a4 solute carrier family 4 (sodium bicarbonate cotransporter), member  1,60 1,19E-02 Ttyh1 tweety family member 1 1,60 1,41E-02 
Magi2 membrane associated guanylate kinase, WW and PDZ domain  2 1,60 1,87E-02 Phb prohibitin 1,60 1,65E-02 
H2-M10.1 
(i l d  
 
histocompatibility 2, M region locus 10.1 1,60 1,36E-02 
Ide insulin-degrading enzyme 1,60 7,12E-03 
Fabp6 fatty acid binding protein 6, ileal 1,60 6,19E-03 
Stra8 stimulated by retinoic acid 8 1,59 4,77E-02 
Trim72 tripartite motif containing 72, E3 ubiquitin protein ligase 1,59 2,48E-02 
Trpm7 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 7 1,59 1,40E-02 
Nr3c2 nuclear receptor subfamily 3, group C, member 2 1,59 4,05E-03 
Scrib scribbled planar cell polarity protein 1,59 2,67E-02 
Abcg1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 1,59 2,08E-03 
Anp32b acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member B 1,59 2,82E-02 
Scgb3a1 secretoglobin, family 3A, member 1 1,59 2,41E-02 
Lbh limb bud and heart development 1,58 7,73E-03 
Nfatc2 nuclear factor of activated T-cells, cytoplasmic, calcineurin-d d  2 1,58 2,90E-02 Cldn6 claudin 6 1,58 2,40E-02 
Itm2a integral membrane protein 2A 1,58 1,10E-02 
Abcc10 ATP-binding cassette, sub-family C (CFTR/MRP), member 10 1,58 3,18E-03 
F7 coagulation factor VII (serum prothrombin conversion accelerator) 1,58 1,96E-03 
Gbp2 guanylate binding protein 2, interferon-inducible 1,58 6,23E-03 
Prg3 proteoglycan 3 1,58 2,30E-02 
Esm1 endothelial cell-specific molecule 1 1,58 3,70E-02 
Xpo1 exportin 1 1,57 1,09E-02 
Aspa aspartoacylase 1,57 5,67E-03 
Nlrc3 NLR family, CARD domain containing 3 1,57 4,42E-02 
Il21 interleukin 21 1,57 2,40E-02 
Ankrd33 ankyrin repeat domain 33 1,57 1,62E-02 
Kpna4 karyopherin alpha 4 (importin alpha 3) 1,56 7,10E-03 
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Krt6b keratin 6B, type II 1,56 1,34E-02 
Ptpn11 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 11 1,56 4,03E-02 
Npc1l1 NPC1-like 1 1,56 3,94E-02 
Irf1 interferon regulatory factor 1 1,56 2,67E-03 
Masp2 mannan-binding lectin serine peptidase 2 1,56 4,96E-02 
L3mbtl1 l(3)mbt-like 1 (Drosophila) 1,56 9,07E-03 
Fam101a/z
 
family with sequence similarity 101, member A 1,55 5,93E-03 
Palb2 partner and localizer of BRCA2 1,55 4,11E-03 
Ecel1 endothelin converting enzyme-like 1 1,55 7,59E-02 
Sdccag8 serologically defined colon cancer antigen 8 1,55 3,71E-02 
Pdgfd platelet derived growth factor D 1,55 1,82E-02 
Cox5b cytochrome c oxidase subunit Vb 1,55 3,18E-02 
Slc27a2 solute carrier family 27 (fatty acid transporter), member 2 1,55 7,17E-03 
Bhmt2 betaine--homocysteine S-methyltransferase 2 1,55 6,42E-03 
Foxo3 forkhead box O3 1,55 7,87E-03 
Rab12 RAB12, member RAS oncogene family 1,55 7,21E-03 
Pdha2 pyruvate dehydrogenase (lipoamide) alpha 2 1,55 1,95E-02 
Msh5 mutS homolog 5 1,55 4,42E-03 
Vldlr very low density lipoprotein receptor 1,55 4,49E-03 
Sprn shadow of prion protein homolog (zebrafish) 1,55 1,54E-02 
Als2cr11 amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, d d   1,54 2,70E-02 Pcdha6 protocadherin alpha 6 1,54 1,12E-02 
Sned1 sushi, nidogen and EGF-like domains 1 1,54 2,80E-02 
Gpr83 G protein-coupled receptor 83 1,54 7,96E-03 
Serac1 serine active site containing 1 1,54 1,21E-02 
Ccr4 chemokine (C-C motif) receptor 4 1,54 4,49E-02 
Ttn titin 1,54 4,98E-02 
Rcn1 reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain 1,54 4,31E-02 
Ss18 synovial sarcoma translocation, chromosome 18 1,53 2,49E-02 
Esrrb estrogen-related receptor beta 1,53 2,95E-03 
Pdcl2 phosducin-like 2 1,53 1,14E-02 
Kcne1 potassium channel, voltage gated subfamily E regulatory beta subunit 1 1,53 1,68E-02 Pla2g16 phospholipase A2, group XVI 1,53 1,61E-02 
Gabarapl2 GABA(A) receptor-associated protein-like 2 1,53 3,08E-02 
Izumo1r IZUMO1 receptor, JUNO 1,53 1,89E-02 
Asb13 ankyrin repeat and SOCS box containing 13 1,53 2,51E-03 
Ppm1j protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1J 1,53 2,36E-02 
Krtap2-
/k  
keratin associated protein 2-3 1,53 2,11E-02 
Mpzl2 myelin protein zero-like 2 1,53 1,18E-01 
Sez6l2 seizure related 6 homolog (mouse)-like 2 1,52 2,48E-02 
Klhl34 kelch-like family member 34 1,52 2,22E-02 
Pilra paired immunoglobin-like type 2 receptor alpha 1,52 1,55E-02 
Upp1 uridine phosphorylase 1 1,52 5,03E-03 
Tulp1 tubby like protein 1 1,52 4,48E-02 
Amer2 APC membrane recruitment protein 2 1,52 3,32E-02 
Npy5r neuropeptide Y receptor Y5 1,52 7,03E-02 
Rad54l RAD54-like (S. cerevisiae) 1,52 3,75E-03 
Lhcgr luteinizing hormone/choriogonadotropin receptor 1,52 4,26E-02 
Mt3 metallothionein 3 1,51 3,86E-02 
Cntn2 contactin 2 (axonal) 1,51 2,10E-02 
Lhx3 LIM homeobox 3 1,51 1,84E-02 
Tmco6 transmembrane and coiled-coil domains 6 1,51 2,54E-03 
Glcci1 glucocorticoid induced 1 1,51 3,85E-02 
Top2a topoisomerase (DNA) II alpha 170kDa 1,51 2,56E-02 
Jak2 Janus kinase 2 1,51 1,53E-03 
Mipol1 mirror-image polydactyly 1 1,51 2,24E-03 
Lpo lactoperoxidase 1,51 8,99E-03 
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Ncoa4 nuclear receptor coactivator 4 1,51 4,28E-03 
E2f5 E2F transcription factor 5, p130-binding 1,51 3,27E-02 
Kcnq4 potassium channel, voltage gated KQT-like subfamily Q, member 4 1,51 7,11E-03 
Scn10a sodium channel, voltage gated, type X alpha subunit 1,51 2,27E-02 
Adgrv1 adhesion G protein-coupled receptor V1 1,50 4,85E-03 
Hist1h3h histone cluster 1, H3h 1,50 4,14E-02 
Mpo myeloperoxidase 1,50 4,33E-03 
Lpcat2 lysophosphatidylcholine acyltransferase 2 1,50 1,49E-02 
Nnat neuronatin -1,50 2,13E-02 
P2rx5 purinergic receptor P2X, ligand gated ion channel, 5 -1,50 4,82E-02 
Eef1a2 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 2 -1,50 1,23E-02 
Adamtsl3 ADAMTS-like 3 -1,50 2,38E-02 
Pqlc3 PQ loop repeat containing 3 -1,50 1,32E-02 
Dnajc6 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 6 -1,50 1,18E-02 
Tceal1 transcription elongation factor A (SII)-like 1 -1,50 2,90E-02 
Bcl2l10 BCL2-like 10 (apoptosis facilitator) -1,51 1,26E-02 
Arhgap10 Rho GTPase activating protein 10 -1,51 1,82E-02 
Nbn nibrin -1,51 4,98E-02 
Cyp27b1 cytochrome P450, family 27, subfamily B, polypeptide 1 -1,51 5,98E-03 
Sox3 SRY (sex determining region Y)-box 3 -1,51 1,80E-02 
Rcan3 RCAN family member 3 -1,51 2,09E-02 
Pou3f1 POU class 3 homeobox 1 -1,51 3,44E-02 
Pcm1 pericentriolar material 1 -1,51 2,99E-02 
Tmod1 tropomodulin 1 -1,51 1,19E-02 
Cbx4 chromobox homolog 4 -1,52 1,88E-02 
Edem1 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 1 -1,52 1,80E-02 
Klk4 kallikrein-related peptidase 4 -1,52 1,79E-02 
Maob monoamine oxidase B -1,52 8,67E-03 
Tpte transmembrane phosphatase with tensin homology -1,52 1,30E-02 
Wnt4 wingless-type MMTV integration site family, member 4 -1,52 8,62E-03 
Kif5c kinesin family member 5C -1,52 4,71E-02 
Nufip2 nuclear fragile X mental retardation protein interacting protein 2 -1,52 2,01E-02 
Syne2 spectrin repeat containing, nuclear envelope 2 -1,52 3,56E-03 
Upk2 uroplakin 2 -1,52 6,50E-02 
Nexn nexilin (F actin binding protein) -1,52 6,41E-03 
Fgf12 fibroblast growth factor 12 -1,53 2,69E-02 
Tmem132c transmembrane protein 132C -1,53 1,03E-02 
Atoh8 atonal homolog 8 (Drosophila) -1,53 4,70E-03 
Gp6 glycoprotein VI (platelet) -1,53 1,43E-02 
Aldh3a1 aldehyde dehydrogenase 3 family, member A1 -1,53 2,79E-02 
P2ry2 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 2 -1,53 3,61E-02 
Cpn2 carboxypeptidase N, polypeptide 2 -1,53 9,65E-03 
Upb1 ureidopropionase, beta -1,53 1,23E-02 
Egr1 early growth response 1 -1,53 3,27E-02 
Orc4 origin recognition complex, subunit 4 -1,53 1,89E-02 
Usp26 ubiquitin specific peptidase 26 -1,53 3,74E-03 
Msra methionine sulfoxide reductase A -1,53 3,42E-02 
Bdnf brain-derived neurotrophic factor -1,53 2,43E-02 
Lipe lipase, hormone-sensitive -1,53 8,64E-03 
Chchd3 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 3 -1,54 3,80E-02 
Ids iduronate 2-sulfatase -1,54 1,80E-03 
Frk fyn-related Src family tyrosine kinase -1,54 1,80E-02 
Ap3m2 adaptor-related protein complex 3, mu 2 subunit -1,54 2,54E-02 
Nkiras1 NFKB inhibitor interacting Ras-like 1 -1,54 1,32E-02 
Banp BTG3 associated nuclear protein -1,54 1,81E-02 
Il36a interleukin 36, alpha -1,54 1,20E-02 
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Xpnpep1 X-prolyl aminopeptidase (aminopeptidase P) 1, soluble -1,54 2,36E-02 
Kcnj1 potassium channel, inwardly rectifying subfamily J, member 1 -1,54 1,37E-02 
Blk BLK proto-oncogene, Src family tyrosine kinase -1,54 4,48E-02 
Rer1 retention in endoplasmic reticulum sorting receptor 1 -1,54 1,75E-02 
Eaf1 ELL associated factor 1 -1,54 3,06E-02 
Ppfia3 protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF),   (l )  l h  3 -1,54 1,30E-02 Tspyl4 TSPY-like 4 -1,54 2,38E-02 
Six6 SIX homeobox 6 -1,55 2,32E-02 
Snx3 sorting nexin 3 -1,55 1,89E-02 
Nubpl nucleotide binding protein-like -1,55 4,62E-02 
Mgst1 microsomal glutathione S-transferase 1 -1,55 1,28E-02 
Tpr translocated promoter region, nuclear basket protein -1,55 1,81E-03 
Wdr63 WD repeat domain 63 -1,56 2,73E-02 
Tspan6 tetraspanin 6 -1,56 2,06E-02 
Fhit fragile histidine triad -1,56 1,03E-02 
Ect2 epithelial cell transforming 2 -1,56 2,84E-02 
Crygd crystallin, gamma D -1,56 9,68E-03 
Amh anti-Mullerian hormone -1,56 2,20E-02 
Flot2 flotillin 2 -1,56 2,77E-03 
Mtm1 myotubularin 1 -1,57 4,36E-03 
Nedd4 neural precursor cell expressed, developmentally down-regulated 4,  b   l  -1,57 1,13E-02 Hectd2 HECT domain containing E3 ubiquitin protein ligase 2 -1,57 1,46E-02 
Wbscr17 Williams-Beuren syndrome chromosome region 17 -1,57 4,30E-02 
Hprt1 hypoxanthine phosphoribosyltransferase 1 -1,57 4,11E-02 
Enpp3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 -1,57 1,70E-02 
Scn3a sodium channel, voltage gated, type III alpha subunit -1,57 2,53E-02 
Ppp1r21 protein phosphatase 1, regulatory subunit 21 -1,57 2,03E-02 
Nanog Nanog homeobox -1,58 5,00E-02 
Arl6ip6 ADP-ribosylation factor-like 6 interacting protein 6 -1,58 1,04E-02 
Sqle squalene epoxidase -1,58 8,93E-03 
Epcam epithelial cell adhesion molecule -1,58 2,20E-02 
Cdk7 cyclin-dependent kinase 7 -1,58 4,72E-02 
A1bg alpha-1-B glycoprotein -1,58 3,22E-02 
Adipoq adiponectin, C1Q and collagen domain containing -1,58 4,12E-01 
Dppa4 developmental pluripotency associated 4 -1,59 1,25E-02 
Dhrs7c dehydrogenase/reductase (SDR family) member 7C -1,59 1,70E-02 
Tle3 transducin-like enhancer of split 3 -1,59 6,71E-03 
Plcd4 phospholipase C, delta 4 -1,59 3,03E-02 
Mbl2 mannose-binding lectin (protein C) 2, soluble -1,60 1,28E-02 
Anp32a acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member A -1,60 1,66E-02 
Gcgr glucagon receptor -1,60 1,80E-03 
Pde10a phosphodiesterase 10A -1,60 4,01E-03 
Fgfr1 fibroblast growth factor receptor 1 -1,60 2,08E-02 
Ttll9 tubulin tyrosine ligase-like family member 9 -1,60 5,69E-03 
Stag1 stromal antigen 1 -1,61 3,70E-03 
Rorb RAR-related orphan receptor B -1,61 3,45E-02 
Hist2h2ab histone cluster 2, H2ab -1,61 2,15E-03 
Ryr3 ryanodine receptor 3 -1,61 8,14E-03 
Sorcs1 sortilin-related VPS10 domain containing receptor 1 -1,61 1,80E-02 
Bnipl BCL2/adenovirus E1B 19kD interacting protein like -1,61 3,96E-03 
Kcnj15 potassium channel, inwardly rectifying subfamily J, member 15 -1,61 1,54E-02 
Edn2 endothelin 2 -1,61 1,73E-02 
Lor loricrin -1,62 1,41E-02 
Prdm16 PR domain containing 16 -1,62 5,35E-03 
Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 -1,62 3,82E-03 
Fndc5 fibronectin type III domain containing 5 -1,63 6,36E-03 
Wnk2 WNK lysine deficient protein kinase 2 -1,63 1,55E-02 
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Vps13c vacuolar protein sorting 13 homolog C (S. cerevisiae) -1,63 3,56E-02 
Slc12a4 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), member 4 -1,63 4,20E-02 
Nrap nebulin-related anchoring protein -1,63 2,16E-02 
Robo1 roundabout, axon guidance receptor, homolog 1 (Drosophila) -1,64 3,89E-02 
Cfb complement factor B -1,64 1,70E-02 
Myh7 myosin, heavy chain 7, cardiac muscle, beta -1,64 1,35E-02 
Hltf helicase-like transcription factor -1,64 3,18E-04 
Hrnr hornerin -1,64 2,51E-03 
Lrp1 low density lipoprotein receptor-related protein 1 -1,65 1,35E-02 
Myoz1 myozenin 1 -1,65 3,08E-02 
Ercc8 excision repair cross-complementation group 8 -1,65 1,10E-02 
Fkbp3 FK506 binding protein 3, 25kDa -1,65 1,65E-02 
Acvr2a activin A receptor, type IIA -1,65 2,68E-02 
P2rx7 purinergic receptor P2X, ligand gated ion channel, 7 -1,65 1,29E-02 
Slc1a1 solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate   )  b   -1,66 1,15E-03 Shroom2 shroom family member 2 -1,66 8,71E-03 
Marcksl1 MARCKS-like 1 -1,67 1,61E-02 
Dmkn dermokine -1,67 4,91E-03 
Elfn2 extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type III domain   -1,68 3,73E-03 Als2cr12 amyotrophic lateral sclerosis 2 (juvenile) chromosome region, d d   -1,69 1,67E-02 Elf2 E74-like factor 2 (ets domain transcription factor) -1,69 3,59E-02 
Ccno cyclin O -1,69 4,05E-02 
Clca2 chloride channel accessory 2 -1,69 3,09E-03 
Papola poly(A) polymerase alpha -1,70 1,49E-02 
Kiaa1328 KIAA1328 -1,70 2,19E-02 
Krt13 keratin 13, type I -1,70 1,17E-02 
Hsf2 heat shock transcription factor 2 -1,70 4,42E-03 
Usp31 ubiquitin specific peptidase 31 -1,71 2,17E-03 
Prlr prolactin receptor -1,71 7,25E-03 
Hoxa11 homeobox A11 -1,71 1,12E-03 
Klhl31 kelch-like family member 31 -1,71 7,39E-03 
Rnf121 ring finger protein 121 -1,71 2,29E-03 
Ppbp pro-platelet basic protein (chemokine (C-X-C motif) ligand 7) -1,72 9,70E-03 
Mdm4 MDM4, p53 regulator -1,72 6,98E-03 
Dpm1 dolichyl-phosphate mannosyltransferase polypeptide 1, catalytic b  -1,73 4,77E-03 Abca6 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6 -1,73 3,04E-03 
Prpf38a pre-mRNA processing factor 38A -1,74 9,06E-03 
Yars2 tyrosyl-tRNA synthetase 2, mitochondrial -1,75 7,75E-03 
Pou4f2 POU class 4 homeobox 2 -1,76 2,84E-03 
Ncor1 nuclear receptor corepressor 1 -1,76 8,61E-04 
Defb1 defensin, beta 1 -1,77 4,40E-03 
Gpr6 G protein-coupled receptor 6 -1,77 1,61E-03 
Abce1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 -1,78 1,90E-02 
Efna3 ephrin-A3 -1,78 4,37E-02 
Zbtb10 zinc finger and BTB domain containing 10 -1,80 1,75E-02 
Tctex1d4 Tctex1 domain containing 4 -1,80 7,55E-04 
Mcm6 minichromosome maintenance complex component 6 -1,82 1,54E-02 
Adgra2 adhesion G protein-coupled receptor A2 -1,82 4,24E-02 
Dock7 dedicator of cytokinesis 7 -1,83 5,03E-03 
Tmtc1 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 -1,83 6,38E-03 
Capsl calcyphosine-like -1,83 1,72E-04 
Bex4 brain expressed, X-linked 4 -1,84 1,29E-03 
Taf2 TAF2 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated f  5 k  -1,84 1,79E-02 Cirbp cold inducible RNA binding protein -1,85 3,23E-02 
Matn4 matrilin 4 -1,86 3,83E-03 
Mrps10 mitochondrial ribosomal protein S10 -1,87 1,49E-03 
Espn espin -1,87 1,90E-03 
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Cabp2 calcium binding protein 2 -1,87 3,60E-02 
Tcf4 transcription factor 4 -1,87 1,88E-02 
Cyp11a1 cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 -1,88 5,66E-03 
Sycn syncollin -1,91 9,10E-03 
Tg thyroglobulin -1,91 1,16E-02 
Klhl4 kelch-like family member 4 -1,92 1,45E-02 
Ppp4r2 protein phosphatase 4, regulatory subunit 2 -1,94 2,25E-02 
Trim42 tripartite motif containing 42 -1,95 4,95E-02 
F12 coagulation factor XII (Hageman factor) -1,95 2,32E-02 
Upk1b uroplakin 1B -1,95 5,19E-03 
Ezh2 enhancer of zeste 2 polycomb repressive complex 2 subunit -1,95 3,05E-03 
Tgm4 transglutaminase 4 -1,96 4,36E-03 
Trpc6 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6 -1,96 1,60E-03 
Mef2c myocyte enhancer factor 2C -1,97 3,64E-03 
Pcdh17 protocadherin 17 -2,02 1,25E-02 
Kir3dl2 killer cell immunoglobulin-like receptor, three domains, long l  l   -2,22 3,90E-02 Apob apolipoprotein B -2,27 3,01E-03 
Prss3 protease, serine, 3 -2,66 3,00E-02 
Myh8 myosin, heavy chain 8, skeletal muscle, perinatal -2,73 1,58E-01 
Slc4a11 solute carrier family 4, sodium borate transporter, member 11 -2,84 2,68E-02 
Gp2 glycoprotein 2 (zymogen granule membrane) -3,90 4,53E-02 
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Tableau 15 : Gènes identifiés par la puce d’expression BeadChipTM de Illumina comme étant augmentés ou diminués de plus de 1.5 fois et ayant un P-value < que 0,05 dans le côlon distal des animaux 
Ncor1ΔExon11ΔCEI mâles âgés de 10 mois. Les données ont été analysées grâce au logiciel FlexArray et au Significance analysis of microarrays (SAM) test (n = 2 souris par groupe). 
Symbole Nom du gène Induction/ diminution P-Value 
Ido1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 9,28 8,99E-03 
Arg2 arginase 2 6,43 5,15E-05 
Slc39a5 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 5 4,63 4,65E-02 
Slc25a20 solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), b   4,15 1,08E-02 Hmgcs2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial) 3,96 2,36E-04 
Tsc22d1 TSC22 domain family, member 1 3,87 1,71E-02 
B4galnt1 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 1 3,85 8,95E-03 
Ybx3 Y box binding protein 3 3,77 2,76E-02 
Exosc6 exosome component 6 3,51 4,24E-02 
Psmb8 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 3,41 4,93E-02 
Slpi secretory leukocyte peptidase inhibitor 3,29 8,69E-04 
Stc2 stanniocalcin 2 3,19 4,49E-03 
Upp1 uridine phosphorylase 1 3,14 1,10E-02 
Cdc20 cell division cycle 20 3,11 4,64E-02 
Hspa8 heat shock 70kDa protein 8 3,10 2,66E-02 
Spon1 spondin 1, extracellular matrix protein 3,08 2,09E-03 
Irf1 interferon regulatory factor 1 2,96 3,00E-02 
Hspd1 heat shock 60kDa protein 1 (chaperonin) 2,91 1,28E-02 
Scnn1g sodium channel, non voltage gated 1 gamma subunit 2,79 1,89E-02 
Ifit2 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 2 2,78 4,08E-02 
Adra2a adrenoceptor alpha 2A 2,65 5,08E-04 
Snrnp70 small nuclear ribonucleoprotein 70kDa (U1) 2,63 4,16E-02 
Gbp2 guanylate binding protein 2, interferon-inducible 2,58 1,12E-02 
Cdk14 cyclin-dependent kinase 14 2,57 1,21E-03 
Muc2 mucin 2, oligomeric mucus/gel-forming 2,51 1,10E-03 
Dpep1 dipeptidase 1 (renal) 2,50 1,01E-02 
Prok2 prokineticin 2 2,49 2,33E-02 
Dok1 docking protein 1, 62kDa (downstream of tyrosine kinase 1) 2,47 1,63E-02 
Ago1 argonaute RISC catalytic component 1 2,43 1,34E-02 
Epm2a epilepsy, progressive myoclonus type 2A, Lafora disease (laforin) 2,41 3,94E-02 
Slc29a1 solute carrier family 29 (equilibrative nucleoside transporter),   2,40 7,37E-03 Cdkn1a cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 2,40 1,57E-02 
Ap1s1 adaptor-related protein complex 1, sigma 1 subunit 2,36 2,94E-02 
Mrpl3 mitochondrial ribosomal protein L3 2,34 2,83E-02 
Gpr141 G protein-coupled receptor 141 2,32 1,06E-02 
Mapk8ip3 mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 3 2,30 1,06E-02 
Ccdc115 coiled-coil domain containing 115 2,28 3,55E-02 
Syngr2 synaptogyrin 2 2,26 4,03E-02 
Acacb acetyl-CoA carboxylase beta 2,25 2,85E-03 
Sgk1 serum/glucocorticoid regulated kinase 1 2,23 2,03E-02 
Acads acyl-CoA dehydrogenase, C-2 to C-3 short chain 2,21 3,01E-02 
Slc30a1 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 1 2,21 3,75E-04 
Hnrnpd heterogeneous nuclear ribonucleoprotein D (AU-rich element RNA b d    k ) 2,21 2,29E-03 Irx2 iroquois homeobox 2 2,20 4,62E-03 
Mzf1 myeloid zinc finger 1 2,19 2,56E-03 
Acaa2 acetyl-CoA acyltransferase 2 2,19 2,84E-02 
Atp5j ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit F6 2,18 3,21E-02 
Zbtb7a zinc finger and BTB domain containing 7A 2,15 7,16E-03 
Abca1 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 1 2,14 2,05E-02 
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Creb3l3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3 2,13 1,12E-03 
Uck1 uridine-cytidine kinase 1 2,12 4,39E-02 
Kcnj4 potassium channel, inwardly rectifying subfamily J, member 4 2,11 1,14E-02 
Fam175a family with sequence similarity 175, member A 2,11 3,18E-02 
Yme1l1 YME1-like 1 ATPase 2,10 1,70E-02 
Col8a1 collagen, type VIII, alpha 1 2,09 1,65E-03 
Sytl2 synaptotagmin-like 2 2,09 2,21E-03 
Nr2c2ap nuclear receptor 2C2-associated protein 2,08 3,39E-03 
Gale UDP-galactose-4-epimerase 2,08 2,07E-02 
Nsdhl NAD(P) dependent steroid dehydrogenase-like 2,07 1,29E-02 
Acad8 acyl-CoA dehydrogenase family, member 8 2,06 4,73E-02 
Abcd3 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 2,06 4,65E-03 
Slc26a2 solute carrier family 26 (anion exchanger), member 2 2,06 2,90E-03 
Abcg1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 2,05 1,23E-02 
Phospho1 phosphatase, orphan 1 2,04 2,19E-02 
Ppp1r14c protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 14C 2,03 1,17E-03 
Kcnk5 potassium channel, two pore domain subfamily K, member 5 2,03 3,41E-03 
Phf20l1 PHD finger protein 20-like 1 2,02 6,81E-03 
Gadd45g growth arrest and DNA-damage-inducible, gamma 2,02 2,75E-03 
Gadd45b growth arrest and DNA-damage-inducible, beta 2,01 3,15E-02 
Adgrg6 adhesion G protein-coupled receptor G6 2,01 2,25E-02 
Vps13b vacuolar protein sorting 13 homolog B (yeast) 2,00 4,30E-02 
Efna3 ephrin-A3 1,99 2,48E-02 
Ccni cyclin I 1,99 2,38E-02 
Rasa4 RAS p21 protein activator 4 1,99 3,83E-02 
F2 coagulation factor II (thrombin) 1,99 1,74E-03 
Chga chromogranin A 1,98 4,96E-02 
Hspa1a/hsp
a1b heat shock 70kDa protein 1A 1,98 3,67E-02 
Klrc4-
klrk1/klrk1 killer cell lectin-like receptor subfamily K, member 1 1,96 1,43E-02 
Tas1r1 taste receptor, type 1, member 1 1,96 3,88E-03 
Cdkn3 cyclin-dependent kinase inhibitor 3 1,95 1,74E-02 
Phgdh phosphoglycerate dehydrogenase 1,94 3,81E-02 
Tbc1d4 TBC1 domain family, member 4 1,94 3,01E-02 
Fpgs folylpolyglutamate synthase 1,93 3,26E-02 
Ncoa4 nuclear receptor coactivator 4 1,92 3,62E-02 
Acadl acyl-CoA dehydrogenase, long chain 1,92 2,02E-03 
Sntb2 syntrophin, beta 2 (dystrophin-associated protein A1, 59kDa, basic  ) 1,91 2,25E-02 Hsd17b11 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 11 1,90 2,36E-02 
Isl2 ISL LIM homeobox 2 1,90 3,33E-02 
Dnajc16 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 16 1,89 4,16E-03 
Arfgap1 ADP-ribosylation factor GTPase activating protein 1 1,88 3,30E-02 
Celsr3 cadherin, EGF LAG seven-pass G-type receptor 3 1,88 5,09E-03 
Dnm3 dynamin 3 1,88 1,70E-02 
Cma1 chymase 1, mast cell 1,88 1,94E-02 
Six6 SIX homeobox 6 1,88 4,57E-02 
Ffar4 free fatty acid receptor 4 1,87 4,29E-03 
Slc34a2 solute carrier family 34 (type II sodium/phosphate cotransporter),   1,87 1,68E-02 Fcamr Fc receptor, IgA, IgM, high affinity 1,87 6,06E-03 
Tmed2 transmembrane emp24 domain trafficking protein 2 1,86 4,18E-02 
Hist1h4b histone cluster 1, H4b 1,85 4,05E-02 
Hs6st1 heparan sulfate 6-O-sulfotransferase 1 1,85 2,32E-03 
Tpk1 thiamin pyrophosphokinase 1 1,84 1,02E-02 
Gpr143 G protein-coupled receptor 143 1,84 2,42E-02 
Myl1 myosin, light chain 1, alkali; skeletal, fast 1,84 1,16E-02 
Il20ra interleukin 20 receptor, alpha 1,84 1,30E-03 
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B4galnt2 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 2 1,84 4,25E-03 
Pmaip1 phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 1,83 1,03E-02 
Shprh SNF2 histone linker PHD RING helicase, E3 ubiquitin protein ligase 1,83 1,10E-02 
Batf2 basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 2 1,83 6,39E-03 
Taar5 trace amine associated receptor 5 1,83 1,33E-02 
Lpcat3 lysophosphatidylcholine acyltransferase 3 1,82 6,46E-03 
Pou4f1 POU class 4 homeobox 1 1,82 4,53E-03 
Gpr12 G protein-coupled receptor 12 1,82 3,30E-02 
Trpv6 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 6 1,82 3,74E-02 
Bcl10 B-cell CLL/lymphoma 10 1,82 2,24E-02 
Sprr1a small proline-rich protein 1A 1,82 5,57E-03 
Rgs3 regulator of G-protein signaling 3 1,81 1,26E-02 
Trim72 tripartite motif containing 72, E3 ubiquitin protein ligase 1,81 4,09E-03 
Vipr1 vasoactive intestinal peptide receptor 1 1,81 3,36E-03 
Kctd8 potassium channel tetramerization domain containing 8 1,81 3,71E-03 
Gng7 guanine nucleotide binding protein (G protein), gamma 7 1,80 1,21E-02 
Nrip2 nuclear receptor interacting protein 2 1,80 2,64E-02 
Lrp8 low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e  1,80 4,47E-02 Rnf17 ring finger protein 17 1,80 2,10E-02 
Rag2 recombination activating gene 2 1,79 4,25E-02 
Alox15 arachidonate 15-lipoxygenase 1,79 1,30E-02 
Dnajc10 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 10 1,79 2,66E-03 
Ldhc lactate dehydrogenase C 1,79 3,70E-02 
Ppargc1a peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1  1,78 2,15E-02 Hist1h3c histone cluster 1, H3c 1,78 2,01E-02 
Flot1 flotillin 1 1,78 3,22E-02 
Glul glutamate-ammonia ligase 1,78 4,47E-02 
Rap1gap RAP1 GTPase activating protein 1,78 3,89E-02 
Irs2 insulin receptor substrate 2 1,77 8,12E-03 
Acot1 acyl-CoA thioesterase 1 1,77 8,78E-03 
Rnf128 ring finger protein 128, E3 ubiquitin protein ligase 1,77 3,48E-02 
Ffar2 free fatty acid receptor 2 1,77 1,11E-02 
Gnas GNAS complex locus 1,77 3,41E-02 
Smc2 structural maintenance of chromosomes 2 1,77 1,66E-02 
Gps1 G protein pathway suppressor 1 1,77 3,35E-02 
Aup1 ancient ubiquitous protein 1 1,76 2,60E-02 
Prss21 protease, serine, 21 (testisin) 1,76 8,30E-03 
Col13a1 collagen, type XIII, alpha 1 1,76 2,78E-02 
Muc4 mucin 4, cell surface associated 1,76 1,20E-02 
Riok3 RIO kinase 3 1,75 1,92E-02 
Prkag3 protein kinase, AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit 1,75 6,78E-03 
Trdmt1 tRNA aspartic acid methyltransferase 1 1,75 4,66E-02 
Nudcd1 NudC domain containing 1 1,74 4,94E-02 
Ppcs phosphopantothenoylcysteine synthetase 1,74 4,35E-03 
Apoa2 apolipoprotein A-II 1,74 1,55E-02 
Plaa phospholipase A2-activating protein 1,74 4,65E-02 
C1s complement component 1, s subcomponent 1,74 3,46E-02 
Rnf8 ring finger protein 8, E3 ubiquitin protein ligase 1,73 2,32E-02 
Ppm1j protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1J 1,73 3,95E-02 
Zbtb7c zinc finger and BTB domain containing 7C 1,73 4,00E-02 
B4galt5 UDP-Gal:betaGlcNAc beta 1,4- galactosyltransferase, polypeptide 5 1,73 1,74E-02 
Klf6 Kruppel-like factor 6 1,73 4,57E-02 
Cited2 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-l d   1,73 5,28E-03 Coq3 coenzyme Q3 methyltransferase 1,73 5,34E-03 
Ccl28 chemokine (C-C motif) ligand 28 1,73 1,14E-02 
Rora RAR-related orphan receptor A 1,73 7,36E-03 
Rad18 RAD18 E3 ubiquitin protein ligase 1,73 1,48E-02 
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Slc16a9 solute carrier family 16, member 9 1,72 1,92E-02 
Acot4 acyl-CoA thioesterase 4 1,72 3,90E-03 
Trpm3 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 3 1,72 4,57E-02 
Osbpl3 oxysterol binding protein-like 3 1,72 3,26E-03 
Igfbp6 insulin-like growth factor binding protein 6 1,72 1,95E-02 
Mpdz multiple PDZ domain protein 1,71 2,83E-02 
Olig2 oligodendrocyte lineage transcription factor 2 1,71 1,16E-02 
Hspb9 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B9 1,71 3,18E-03 
Aldoc aldolase C, fructose-bisphosphate 1,71 1,74E-02 
Cxxc5 CXXC finger protein 5 1,71 2,72E-02 
Vasp vasodilator-stimulated phosphoprotein 1,71 8,51E-03 
Aldob aldolase B, fructose-bisphosphate 1,71 2,59E-02 
Ints6 integrator complex subunit 6 1,70 4,12E-02 
Smpdl3b sphingomyelin phosphodiesterase, acid-like 3B 1,70 3,02E-02 
Eml1 echinoderm microtubule associated protein like 1 1,70 1,69E-02 
Adcy1 adenylate cyclase 1 (brain) 1,70 1,25E-02 
Pla2g5 phospholipase A2, group V 1,70 2,77E-02 
Magea4 melanoma antigen family A4 1,70 4,36E-02 
Lbh limb bud and heart development 1,70 3,15E-02 
Tapbp TAP binding protein (tapasin) 1,70 2,45E-02 
Utp14a UTP14, U3 small nucleolar ribonucleoprotein, homolog A (yeast) 1,69 1,75E-02 
Polr2a polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A, 220kDa 1,69 2,10E-02 
Rab7a RAB7A, member RAS oncogene family 1,69 4,88E-02 
Trim63 tripartite motif containing 63, E3 ubiquitin protein ligase 1,69 1,51E-02 
Fkbp5 FK506 binding protein 5 1,69 2,91E-02 
Tbl1x transducin (beta)-like 1X-linked 1,69 9,77E-03 
Atp12a ATPase, H+/K+ transporting, nongastric, alpha polypeptide 1,69 9,89E-03 
Lin28a lin-28 homolog A (C. elegans) 1,69 3,58E-02 
Ace2 angiotensin I converting enzyme 2 1,69 1,22E-02 
Rtn4 reticulon 4 1,69 2,69E-02 
Usmg5 up-regulated during skeletal muscle growth 5 homolog (mouse) 1,69 1,34E-02 
Numb numb homolog (Drosophila) 1,69 2,08E-02 
Gfra2 GDNF family receptor alpha 2 1,69 3,66E-02 
Btf3l4 basic transcription factor 3-like 4 1,68 2,10E-02 
Caskin1 CASK interacting protein 1 1,68 6,50E-03 
Cd44 CD44 molecule (Indian blood group) 1,68 3,36E-02 
Itgae integrin, alpha E (antigen CD103, human mucosal lymphocyte antigen  l h  l d ) 1,68 4,12E-03 Dhrs9 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 9 1,68 4,31E-02 
Taf15 TAF15 RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-   1,68 2,54E-02 Max MYC associated factor X 1,68 1,90E-02 
Adgra2 adhesion G protein-coupled receptor A2 1,68 1,49E-02 
Adh7 alcohol dehydrogenase 7 (class IV), mu or sigma polypeptide 1,67 2,75E-02 
Prmt8 protein arginine methyltransferase 8 1,67 1,13E-02 
Nanog Nanog homeobox 1,67 3,88E-02 
Amph amphiphysin 1,67 2,24E-02 
Hnrnpa1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 1,67 7,02E-03 
P2ry14 purinergic receptor P2Y, G-protein coupled, 14 1,67 5,96E-03 
Exosc8 exosome component 8 1,67 2,69E-02 
Ttk TTK protein kinase 1,67 3,28E-02 
Brsk2 BR serine/threonine kinase 2 1,67 3,20E-02 
Rai1 retinoic acid induced 1 1,67 3,25E-02 
Sertad2 SERTA domain containing 2 1,66 6,26E-03 
Vrk1 vaccinia related kinase 1 1,66 4,02E-03 
Ccdc86 coiled-coil domain containing 86 1,66 2,63E-02 
Kdm6b lysine (K)-specific demethylase 6B 1,66 2,38E-02 
Wnk1 WNK lysine deficient protein kinase 1 1,66 2,08E-02 
Nlrp6 NLR family, pyrin domain containing 6 1,66 3,88E-02 
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Mical2 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain   1,66 1,67E-02 Kng1 kininogen 1 1,66 2,90E-02 
Slc4a7 solute carrier family 4, sodium bicarbonate cotransporter, member 7 1,66 2,33E-02 
Arhgdig Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) gamma 1,66 3,79E-02 
Il5 interleukin 5 1,66 4,37E-02 
Rbp7 retinol binding protein 7, cellular 1,66 2,60E-02 
Tlr8 toll-like receptor 8 1,65 2,94E-02 
Fmo3 flavin containing monooxygenase 3 1,65 3,46E-02 
Ptpn3 protein tyrosine phosphatase, non-receptor type 3 1,65 2,01E-02 
Tbl1xr1 transducin (beta)-like 1 X-linked receptor 1 1,65 3,91E-02 
Atf7ip2 activating transcription factor 7 interacting protein 2 1,65 2,42E-02 
Apoc2 apolipoprotein C-II 1,65 2,96E-02 
Ptgds prostaglandin D2 synthase 21kDa (brain) 1,64 1,77E-02 
Six1 SIX homeobox 1 1,64 9,22E-03 
Nrxn1 neurexin 1 1,64 2,05E-02 
Gstk1 glutathione S-transferase kappa 1 1,64 2,51E-02 
Tinf2 TERF1 (TRF1)-interacting nuclear factor 2 1,64 1,01E-02 
Gnl3 guanine nucleotide binding protein-like 3 (nucleolar) 1,64 3,13E-02 
Dusp3 dual specificity phosphatase 3 1,64 3,51E-02 
Usp48 ubiquitin specific peptidase 48 1,64 2,39E-02 
Usp54 ubiquitin specific peptidase 54 1,64 4,50E-02 
Ffar1 free fatty acid receptor 1 1,63 3,30E-02 
Dpysl5 dihydropyrimidinase-like 5 1,63 2,87E-02 
Iqgap2 IQ motif containing GTPase activating protein 2 1,62 3,45E-02 
Med29 mediator complex subunit 29 1,62 2,15E-02 
Scarb2 scavenger receptor class B, member 2 1,62 2,01E-02 
Rac3 ras-related C3 botulinum toxin substrate 3 (rho family, small GTP b d   ) 1,62 2,31E-02 Serpini2 serpin peptidase inhibitor, clade I (pancpin), member 2 1,62 1,26E-02 
Acot8 acyl-CoA thioesterase 8 1,62 3,52E-02 
Pabpc1 poly(A) binding protein, cytoplasmic 1 1,62 1,50E-02 
Ikbkb inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase b  1,62 2,76E-02 Wtap Wilms tumor 1 associated protein 1,61 2,88E-02 
Sorbs1 sorbin and SH3 domain containing 1 1,61 7,73E-03 
Slc36a1 solute carrier family 36 (proton/amino acid symporter), member 1 1,61 1,04E-02 
Mut methylmalonyl CoA mutase 1,61 4,76E-02 
Abhd6 abhydrolase domain containing 6 1,61 2,03E-02 
Dag1 dystroglycan 1 (dystrophin-associated glycoprotein 1) 1,61 3,32E-02 
Smo smoothened, frizzled class receptor 1,60 4,73E-02 
Coq5 coenzyme Q5 homolog, methyltransferase (S. cerevisiae) 1,60 3,92E-02 
Npsr1 neuropeptide S receptor 1 1,60 4,56E-02 
Aqp8 aquaporin 8 1,60 8,13E-03 
C1qbp complement component 1, q subcomponent binding protein 1,60 8,25E-03 
Rhbg Rh family, B glycoprotein (gene/pseudogene) 1,60 6,15E-03 
Il18rap interleukin 18 receptor accessory protein 1,60 1,43E-02 
Xiap X-linked inhibitor of apoptosis, E3 ubiquitin protein ligase 1,60 2,30E-02 
Ubqln1 ubiquilin 1 1,60 2,02E-02 
Mgat4b mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-l l l f    1,60 4,41E-02 Gpatch4 G patch domain containing 4 1,60 2,10E-02 
Dnajb7 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 7 1,59 3,67E-02 
Grap2 GRB2-related adaptor protein 2 1,59 3,90E-02 
Chd5 chromodomain helicase DNA binding protein 5 1,59 1,39E-02 
Kif13b kinesin family member 13B 1,59 2,52E-02 
Psmb10 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 10 1,59 4,91E-02 
Fkbp6 FK506 binding protein 6, 36kDa 1,59 2,28E-02 
Tlr3 toll-like receptor 3 1,59 3,34E-02 
Raly RALY heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 1,59 3,67E-02 
Pcdh18 protocadherin 18 1,59 7,74E-03 
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Utrn utrophin 1,59 3,59E-02 
Unc5b unc-5 homolog B (C. elegans) 1,59 1,80E-02 
Rfc5 replication factor C (activator 1) 5, 36.5kDa 1,58 1,17E-02 
Vldlr very low density lipoprotein receptor 1,58 2,89E-02 
Akap7 A kinase (PRKA) anchor protein 7 1,58 1,80E-02 
Trib1 tribbles pseudokinase 1 1,58 3,13E-02 
Dapk3 death-associated protein kinase 3 1,58 4,80E-02 
Atp5o ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, O subunit 1,58 9,10E-03 
Creld2 cysteine-rich with EGF-like domains 2 1,57 3,35E-02 
Map4k5 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 5 1,57 1,84E-02 
Ptprr protein tyrosine phosphatase, receptor type, R 1,57 3,95E-02 
Itgb3bp integrin beta 3 binding protein (beta3-endonexin) 1,57 1,16E-02 
Enpp7 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 7 1,57 3,68E-02 
Grik1 glutamate receptor, ionotropic, kainate 1 1,57 4,13E-02 
Zbtb32 zinc finger and BTB domain containing 32 1,57 3,41E-02 
Plcl1 phospholipase C-like 1 1,57 2,23E-02 
Sin3b SIN3 transcription regulator family member B 1,57 4,89E-02 
Brsk1 BR serine/threonine kinase 1 1,57 9,32E-03 
Dhx16 DEAH (Asp-Glu-Ala-His) box polypeptide 16 1,57 2,82E-02 
Ada adenosine deaminase 1,57 4,45E-02 
Calb1 calbindin 1, 28kDa 1,57 2,51E-02 
Tle4 transducin-like enhancer of split 4 1,56 4,15E-02 
Cpn1 carboxypeptidase N, polypeptide 1 1,56 9,52E-03 
Ampd2 adenosine monophosphate deaminase 2 1,56 3,53E-02 
Dld dihydrolipoamide dehydrogenase 1,56 2,02E-02 
Magohb mago-nashi homolog B (Drosophila) 1,56 2,70E-02 
Oscar osteoclast associated, immunoglobulin-like receptor 1,56 2,32E-02 
Nfkbie nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells h b  l  1,55 4,37E-02 Cpt2 carnitine palmitoyltransferase 2 1,55 7,80E-03 
Ucp1 uncoupling protein 1 (mitochondrial, proton carrier) 1,55 2,29E-02 
Chn1 chimerin 1 1,55 3,57E-02 
Cp ceruloplasmin (ferroxidase) 1,55 4,65E-02 
Kctd16 potassium channel tetramerization domain containing 16 1,54 2,56E-02 
Cald1 caldesmon 1 1,54 3,57E-02 
Cox7b cytochrome c oxidase subunit VIIb 1,54 2,46E-02 
Ppih peptidylprolyl isomerase H (cyclophilin H) 1,54 2,53E-02 
Dyrk3 dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 3 1,53 3,40E-02 
Minpp1 multiple inositol-polyphosphate phosphatase 1 1,53 4,64E-02 
Stim1 stromal interaction molecule 1 1,53 4,46E-02 
Sema6a sema domain, transmembrane domain (TM), and cytoplasmic d  ( h ) 6A 1,53 4,54E-02 Hspa4 heat shock 70kDa protein 4 1,53 2,91E-02 
Napsa napsin A aspartic peptidase 1,53 2,47E-02 
Fgl1 fibrinogen-like 1 1,53 2,92E-02 
Mllt3 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, h l )  l d  3 1,52 3,03E-02 Foxred1 FAD-dependent oxidoreductase domain containing 1 1,52 2,42E-02 
Aifm1 apoptosis-inducing factor, mitochondrion-associated, 1 1,52 3,79E-02 
Gcat glycine C-acetyltransferase 1,52 4,78E-02 
Usp6nl USP6 N-terminal like 1,52 2,02E-02 
Gpd2 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 2 (mitochondrial) 1,52 3,24E-02 
Kcnj1 potassium channel, inwardly rectifying subfamily J, member 1 1,52 3,50E-02 
Depdc5 DEP domain containing 5 1,51 4,75E-02 
Mlxip MLX interacting protein 1,51 4,90E-02 
Cycs cytochrome c, somatic 1,51 2,01E-02 
Cpsf3 cleavage and polyadenylation specific factor 3, 73kDa 1,51 3,36E-02 
Sms spermine synthase 1,51 3,47E-02 
Wrap73 WD repeat containing, antisense to TP73 1,51 2,57E-02 
Ccdc47 coiled-coil domain containing 47 1,51 4,52E-02 
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Gpihbp1 glycosylphosphatidylinositol anchored high density lipoprotein b d    1,51 1,67E-02 Gorasp2 golgi reassembly stacking protein 2, 55kDa 1,51 3,02E-02 
Atp5e ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial F1 complex, epsilon b  1,51 4,19E-02 Stk35 serine/threonine kinase 35 1,51 2,94E-02 
Zc3h11a zinc finger CCCH-type containing 11A 1,50 4,74E-02 
Zc3h13 zinc finger CCCH-type containing 13 1,50 2,23E-02 
Psma5 proteasome (prosome, macropain) subunit, alpha type, 5 1,50 4,69E-02 
Cacna1b calcium channel, voltage-dependent, N type, alpha 1B subunit -1,50 3,50E-02 
Ttc3 tetratricopeptide repeat domain 3 -1,50 2,40E-02 
Aak1 AP2 associated kinase 1 -1,50 3,39E-02 
Galr3 galanin receptor 3 -1,50 4,15E-02 
S1pr2 sphingosine-1-phosphate receptor 2 -1,51 4,94E-02 
Gria4 glutamate receptor, ionotropic, AMPA 4 -1,51 2,22E-02 
Slc30a3 solute carrier family 30 (zinc transporter), member 3 -1,51 3,80E-02 
Lama3 laminin, alpha 3 -1,51 3,87E-02 
Ilk integrin-linked kinase -1,51 2,73E-02 
Pdzrn3 PDZ domain containing ring finger 3 -1,51 2,44E-02 
Fads2 fatty acid desaturase 2 -1,51 3,17E-02 
Cldn2 claudin 2 -1,51 3,31E-02 
Notch2 notch 2 -1,51 3,98E-02 
Ncoa1 nuclear receptor coactivator 1 -1,51 4,84E-02 
Ift57 intraflagellar transport 57 -1,51 3,92E-02 
Kif21a kinesin family member 21A -1,51 3,81E-02 
Cltb clathrin, light chain B -1,51 2,98E-02 
Ddx56 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 56 -1,52 1,94E-02 
Tgfbr2 transforming growth factor, beta receptor II (70/80kDa) -1,52 4,73E-02 
Slc1a1 solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate   )  b   -1,52 3,38E-02 Slc6a11 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 11 -1,52 3,28E-02 
Ifrd1 interferon-related developmental regulator 1 -1,52 4,15E-02 
Col16a1 collagen, type XVI, alpha 1 -1,52 3,18E-02 
Ggt7 gamma-glutamyltransferase 7 -1,52 1,20E-02 
Camk2b calcium/calmodulin-dependent protein kinase II beta -1,52 2,40E-02 
Kalrn kalirin, RhoGEF kinase -1,52 4,82E-02 
Col8a2 collagen, type VIII, alpha 2 -1,52 4,41E-02 
Rtkn rhotekin -1,52 4,48E-02 
Rusc1 RUN and SH3 domain containing 1 -1,52 1,49E-02 
Ubqln2 ubiquilin 2 -1,52 2,54E-02 
Fgf16 fibroblast growth factor 16 -1,52 2,41E-02 
Cdh13 cadherin 13 -1,53 3,58E-02 
Lpar4 lysophosphatidic acid receptor 4 -1,53 2,23E-02 
Pla2g4f phospholipase A2, group IVF -1,53 4,94E-02 
Inpp1 inositol polyphosphate-1-phosphatase -1,53 4,17E-02 
Dyrk1b dual-specificity tyrosine-(Y)-phosphorylation regulated kinase 1B -1,53 1,85E-02 
Cobll1 cordon-bleu WH2 repeat protein-like 1 -1,53 3,52E-02 
Sdc3 syndecan 3 -1,53 4,60E-02 
Sostdc1 sclerostin domain containing 1 -1,53 3,65E-02 
Pcyt1b phosphate cytidylyltransferase 1, choline, beta -1,54 1,97E-02 
Acap3 ArfGAP with coiled-coil, ankyrin repeat and PH domains 3 -1,54 2,63E-02 
Nfat5 nuclear factor of activated T-cells 5, tonicity-responsive -1,54 3,65E-02 
Ogdhl oxoglutarate dehydrogenase-like -1,54 4,73E-02 
Nono non-POU domain containing, octamer-binding -1,54 3,78E-02 
Camk2d calcium/calmodulin-dependent protein kinase II delta -1,54 3,09E-02 
Cpt1a carnitine palmitoyltransferase 1A (liver) -1,54 4,10E-02 
F11 coagulation factor XI -1,54 3,30E-02 
Cdkn2c cyclin-dependent kinase inhibitor 2C (p18, inhibits CDK4) -1,54 4,68E-02 
Cdh8 cadherin 8, type 2 -1,54 5,00E-02 
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Akap2 A kinase (PRKA) anchor protein 2 -1,54 4,18E-02 
Fezf1 FEZ family zinc finger 1 -1,54 1,24E-02 
Peli2 pellino E3 ubiquitin protein ligase family member 2 -1,55 2,94E-02 
Flt4 fms-related tyrosine kinase 4 -1,55 3,04E-02 
Fnbp1 formin binding protein 1 -1,55 2,17E-02 
Cacna1h calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit -1,55 3,55E-02 
Adck3 aarF domain containing kinase 3 -1,55 2,89E-02 
Hspb6 heat shock protein, alpha-crystallin-related, B6 -1,55 2,60E-02 
B3gat1 beta-1,3-glucuronyltransferase 1 -1,55 1,11E-02 
Pik3cg phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate 3-kinase, catalytic subunit  -1,55 1,67E-02 Map3k10 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 10 -1,55 2,63E-02 
Rab33a RAB33A, member RAS oncogene family -1,56 4,86E-02 
Map2k6 mitogen-activated protein kinase kinase 6 -1,56 1,31E-02 
Syt13 synaptotagmin XIII -1,56 3,86E-02 
Dennd3 DENN/MADD domain containing 3 -1,56 2,68E-02 
Rgs12 regulator of G-protein signaling 12 -1,56 2,44E-02 
Aggf1 angiogenic factor with G patch and FHA domains 1 -1,56 1,87E-02 
Masp2 mannan-binding lectin serine peptidase 2 -1,56 1,22E-02 
Ube3a ubiquitin protein ligase E3A -1,56 1,74E-02 
Cntn2 contactin 2 (axonal) -1,56 3,93E-02 
Amotl2 angiomotin like 2 -1,56 3,29E-02 
Phf19 PHD finger protein 19 -1,57 1,90E-02 
Antxr2 anthrax toxin receptor 2 -1,57 1,38E-02 
Il15 interleukin 15 -1,57 1,26E-02 
Nfxl1 nuclear transcription factor, X-box binding-like 1 -1,57 3,72E-02 
Trim23 tripartite motif containing 23 -1,57 2,08E-02 
Pfn3 profilin 3 -1,57 1,65E-02 
Tpd52l1 tumor protein D52-like 1 -1,57 2,44E-02 
Arid2 AT rich interactive domain 2 (ARID, RFX-like) -1,58 1,71E-02 
Apba2 amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family A, member 2 -1,58 1,82E-02 
Rbbp6 retinoblastoma binding protein 6 -1,58 4,15E-02 
Trpm5 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 5 -1,58 4,18E-02 
Sipa1l2 signal-induced proliferation-associated 1 like 2 -1,58 4,43E-02 
Paqr7 progestin and adipoQ receptor family member VII -1,58 4,98E-02 
Serpinf1 serpin peptidase inhibitor, clade F (alpha-2 antiplasmin, pigment h l  d d f )  b   -1,59 1,81E-02 Maob monoamine oxidase B -1,59 1,58E-02 
Mrps10 mitochondrial ribosomal protein S10 -1,59 7,15E-03 
Krit1 KRIT1, ankyrin repeat containing -1,59 1,69E-02 
Add3 adducin 3 (gamma) -1,59 2,28E-02 
Lrrtm2 leucine rich repeat transmembrane neuronal 2 -1,60 2,71E-02 
Mbtd1 mbt domain containing 1 -1,60 2,73E-02 
Ambra1 autophagy/beclin-1 regulator 1 -1,60 1,53E-02 
Osbpl6 oxysterol binding protein-like 6 -1,60 3,08E-02 
Tlr6 toll-like receptor 6 -1,60 3,82E-02 
Ecel1 endothelin converting enzyme-like 1 -1,60 3,23E-02 
Sucnr1 succinate receptor 1 -1,60 3,95E-02 
Slc12a7 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), member 7 -1,60 4,63E-02 
Cdo1 cysteine dioxygenase type 1 -1,60 2,45E-02 
Usp9x ubiquitin specific peptidase 9, X-linked -1,60 2,47E-02 
Slc8a1 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 1 -1,60 4,75E-02 
Sirpb1 signal-regulatory protein beta 1 -1,60 3,15E-02 
Pomt1 protein-O-mannosyltransferase 1 -1,61 2,26E-02 
Apob apolipoprotein B -1,61 1,28E-02 
Gprc5b G protein-coupled receptor, class C, group 5, member B -1,61 7,74E-03 
Xrcc1 X-ray repair complementing defective repair in Chinese hamster cells  -1,61 8,42E-03 Rtn1 reticulon 1 -1,61 1,56E-02 
Krtap12-1 keratin associated protein 12-1 -1,62 2,95E-02 
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Ephx2 epoxide hydrolase 2, cytoplasmic -1,62 3,18E-02 
Marcksl1 MARCKS-like 1 -1,62 8,79E-03 
Rab23 RAB23, member RAS oncogene family -1,62 2,70E-02 
Rusc2 RUN and SH3 domain containing 2 -1,62 4,76E-02 
Map3k8 mitogen-activated protein kinase kinase kinase 8 -1,62 2,00E-02 
Slc6a4 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 4 -1,63 7,66E-03 
Paics phosphoribosylaminoimidazole carboxylase,    -1,63 2,83E-02 Akap4 A kinase (PRKA) anchor protein 4 -1,63 3,54E-02 
Scara3 scavenger receptor class A, member 3 -1,63 1,74E-02 
Srsf5 serine/arginine-rich splicing factor 5 -1,63 2,23E-02 
Slit2 slit homolog 2 (Drosophila) -1,64 1,79E-02 
Rab11fip2 RAB11 family interacting protein 2 (class I) -1,64 3,75E-02 
Il1rl1 interleukin 1 receptor-like 1 -1,64 2,13E-02 
Etnk2 ethanolamine kinase 2 -1,65 4,84E-02 
Ric8b RIC8 guanine nucleotide exchange factor B -1,65 4,91E-02 
Rgs1 regulator of G-protein signaling 1 -1,65 3,83E-02 
Ror2 receptor tyrosine kinase-like orphan receptor 2 -1,65 3,93E-02 
Jak1 Janus kinase 1 -1,65 1,27E-02 
Sncg synuclein, gamma (breast cancer-specific protein 1) -1,65 3,18E-02 
Neu2 sialidase 2 (cytosolic sialidase) -1,65 1,88E-02 
Ush1c Usher syndrome 1C (autosomal recessive, severe) -1,66 2,22E-02 
Itpkb inositol-trisphosphate 3-kinase B -1,66 7,51E-03 
Polq polymerase (DNA directed), theta -1,66 2,30E-02 
Gli2 GLI family zinc finger 2 -1,66 4,41E-02 
Psph phosphoserine phosphatase -1,66 2,53E-02 
Sox11 SRY (sex determining region Y)-box 11 -1,66 1,33E-02 
Mex3a mex-3 RNA binding family member A -1,66 3,05E-02 
Cdh12 cadherin 12, type 2 (N-cadherin 2) -1,66 4,14E-02 
Ndufs1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) Fe-S protein 1, 75kDa (NADH-  d ) -1,66 6,01E-03 Epha6 EPH receptor A6 -1,66 1,39E-02 
Bcl9 B-cell CLL/lymphoma 9 -1,66 3,33E-02 
Iapp islet amyloid polypeptide -1,67 5,45E-03 
Pcolce2 procollagen C-endopeptidase enhancer 2 -1,67 2,60E-02 
Mical1 microtubule associated monooxygenase, calponin and LIM domain   -1,67 6,67E-03 Ntrk2 neurotrophic tyrosine kinase, receptor, type 2 -1,67 1,76E-02 
Myof myoferlin -1,67 1,86E-02 
Cntnap2 contactin associated protein-like 2 -1,67 4,43E-02 
Hmmr hyaluronan-mediated motility receptor (RHAMM) -1,67 1,11E-02 
Atp2b2 ATPase, Ca++ transporting, plasma membrane 2 -1,67 2,44E-02 
Espn espin -1,67 1,32E-02 
Slc16a3 solute carrier family 16 (monocarboxylate transporter), member 3 -1,67 2,70E-02 
Rnf32 ring finger protein 32 -1,68 4,73E-03 
Slc12a6 solute carrier family 12 (potassium/chloride transporter), member 6 -1,68 7,42E-03 
Lrrfip1 leucine rich repeat (in FLII) interacting protein 1 -1,68 1,28E-02 
Tubgcp5 tubulin, gamma complex associated protein 5 -1,68 1,13E-02 
Acta2 actin, alpha 2, smooth muscle, aorta -1,68 1,38E-02 
Ebf1 early B-cell factor 1 -1,68 3,68E-03 
Snph syntaphilin -1,68 2,06E-02 
Hp haptoglobin -1,69 2,18E-02 
Pck1 phosphoenolpyruvate carboxykinase 1 (soluble) -1,69 1,05E-02 
Hnrnpr heterogeneous nuclear ribonucleoprotein R -1,69 2,73E-02 
Apbb1ip amyloid beta (A4) precursor protein-binding, family B, member 1   -1,70 1,81E-02 Myrip myosin VIIA and Rab interacting protein -1,70 2,71E-02 
Crlf3 cytokine receptor-like factor 3 -1,70 1,23E-02 
Fgfr2 fibroblast growth factor receptor 2 -1,70 9,17E-03 
Spag6 sperm associated antigen 6 -1,70 1,28E-02 
Pla2g16 phospholipase A2, group XVI -1,70 1,29E-02 
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Itpka inositol-trisphosphate 3-kinase A -1,70 1,07E-02 
Slc22a17 solute carrier family 22, member 17 -1,70 1,05E-02 
Usp28 ubiquitin specific peptidase 28 -1,70 1,84E-02 
Twsg1 twisted gastrulation BMP signaling modulator 1 -1,71 5,45E-03 
Rock2 Rho-associated, coiled-coil containing protein kinase 2 -1,71 4,53E-02 
Flcn folliculin -1,71 3,67E-02 
Slc2a4 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 4 -1,71 5,37E-03 
Gmnn geminin, DNA replication inhibitor -1,72 3,12E-02 
Gpr83 G protein-coupled receptor 83 -1,72 1,71E-02 
Adcyap1r1 adenylate cyclase activating polypeptide 1 (pituitary) receptor type I -1,72 3,62E-02 
Pknox2 PBX/knotted 1 homeobox 2 -1,72 7,59E-03 
Sspn sarcospan -1,72 3,18E-02 
Map4k4 mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4 -1,72 7,01E-03 
Edem3 ER degradation enhancer, mannosidase alpha-like 3 -1,72 3,58E-03 
Enpp3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 -1,72 2,50E-02 
Gnai3 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha inhibiting  l d   -1,72 3,66E-02 Phka1 phosphorylase kinase, alpha 1 (muscle) -1,73 9,79E-03 
Hoxc5 homeobox C5 -1,73 3,19E-02 
Adgrg4 adhesion G protein-coupled receptor G4 -1,73 2,85E-02 
Adgrl3 adhesion G protein-coupled receptor L3 -1,73 6,90E-03 
Erf Ets2 repressor factor -1,73 1,98E-02 
Cyp11a1 cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 -1,74 9,61E-03 
Myo7a myosin VIIA -1,74 3,30E-03 
Itga5 integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) -1,75 1,96E-02 
Kifc2 kinesin family member C2 -1,75 5,23E-03 
Ncam2 neural cell adhesion molecule 2 -1,75 1,70E-02 
Prkag2 protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit -1,75 2,14E-02 
Galnt13 polypeptide N-acetylgalactosaminyltransferase 13 -1,75 4,06E-02 
Syt4 synaptotagmin IV -1,75 2,84E-02 
Vat1 vesicle amine transport 1 -1,76 4,04E-02 
Pias3 protein inhibitor of activated STAT, 3 -1,76 2,56E-02 
Paqr9 progestin and adipoQ receptor family member IX -1,76 2,70E-02 
Tnfsf15 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 15 -1,76 1,56E-02 
Tspan2 tetraspanin 2 -1,76 3,34E-02 
Pbx1 pre-B-cell leukemia homeobox 1 -1,76 6,79E-03 
Acsl6 acyl-CoA synthetase long-chain family member 6 -1,76 4,97E-02 
Mxd3 MAX dimerization protein 3 -1,77 1,41E-02 
Sele selectin E -1,77 2,00E-02 
Camk2n1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase II inhibitor 1 -1,77 7,58E-03 
Il17rd interleukin 17 receptor D -1,77 4,21E-02 
Tgfbr1 transforming growth factor, beta receptor 1 -1,78 2,68E-02 
Cbx7 chromobox homolog 7 -1,78 4,09E-02 
Eif4a2 eukaryotic translation initiation factor 4A2 -1,78 9,62E-03 
Myom1 myomesin 1 -1,78 1,92E-02 
Ghr growth hormone receptor -1,78 5,04E-03 
Akap12 A kinase (PRKA) anchor protein 12 -1,78 1,03E-02 
Odf2 outer dense fiber of sperm tails 2 -1,78 9,41E-03 
Sall4 spalt-like transcription factor 4 -1,78 8,05E-03 
Myh4 myosin, heavy chain 4, skeletal muscle -1,79 3,46E-02 
Actg2 actin, gamma 2, smooth muscle, enteric -1,79 3,18E-02 
Stac SH3 and cysteine rich domain -1,79 4,27E-02 
Hrh3 histamine receptor H3 -1,80 4,31E-03 
Fmo4 flavin containing monooxygenase 4 -1,80 1,17E-02 
Traf1 TNF receptor-associated factor 1 -1,80 3,02E-02 
Pnliprp1 pancreatic lipase-related protein 1 -1,80 2,37E-02 
Csnk1e casein kinase 1, epsilon -1,80 7,55E-03 
Insl3 insulin-like 3 (Leydig cell) -1,81 2,64E-02 
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Asph aspartate beta-hydroxylase -1,81 9,02E-03 
Ezh1 enhancer of zeste 1 polycomb repressive complex 2 subunit -1,81 1,88E-02 
Camk1g calcium/calmodulin-dependent protein kinase IG -1,82 4,78E-02 
Nkx2-2 NK2 homeobox 2 -1,82 1,46E-02 
Igfbp1 insulin-like growth factor binding protein 1 -1,82 3,65E-02 
Tceal1 transcription elongation factor A (SII)-like 1 -1,82 6,68E-03 
Ank1 ankyrin 1, erythrocytic -1,82 5,97E-03 
Hps4 Hermansky-Pudlak syndrome 4 -1,82 4,25E-02 
Tgfb3 transforming growth factor, beta 3 -1,83 6,02E-03 
Slc30a10 solute carrier family 30, member 10 -1,83 4,13E-02 
G0s2 G0/G1 switch 2 -1,83 1,15E-02 
Mal mal, T-cell differentiation protein -1,83 2,40E-02 
Ctsk cathepsin K -1,83 2,27E-03 
Synm synemin, intermediate filament protein -1,83 1,87E-02 
Dnajb8 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 8 -1,83 4,50E-02 
Pdlim3 PDZ and LIM domain 3 -1,83 1,25E-02 
Gpr84 G protein-coupled receptor 84 -1,83 1,31E-02 
Ehmt1 euchromatic histone-lysine N-methyltransferase 1 -1,84 1,33E-02 
Timp3 TIMP metallopeptidase inhibitor 3 -1,84 6,71E-03 
Ttll10 tubulin tyrosine ligase-like family member 10 -1,84 7,39E-03 
Rbl2 retinoblastoma-like 2 -1,84 1,65E-02 
Dynll2 dynein, light chain, LC8-type 2 -1,85 1,86E-03 
Csrp1 cysteine and glycine-rich protein 1 -1,85 2,25E-02 
Ptger3 prostaglandin E receptor 3 (subtype EP3) -1,85 4,37E-03 
F8 coagulation factor VIII, procoagulant component -1,85 8,44E-03 
Sh3rf2 SH3 domain containing ring finger 2 -1,86 1,92E-02 
Minos1-
 
neuroblastoma 1, DAN family BMP antagonist -1,86 8,11E-03 
Asxl3 additional sex combs like transcriptional regulator 3 -1,86 1,57E-02 
Fyn FYN proto-oncogene, Src family tyrosine kinase -1,86 1,12E-02 
St8sia2 ST8 alpha-N-acetyl-neuraminide alpha-2,8-sialyltransferase 2 -1,87 3,92E-03 
Kcnk2 potassium channel, two pore domain subfamily K, member 2 -1,88 4,63E-02 
Adamtsl4 ADAMTS-like 4 -1,88 1,22E-02 
Trip6 thyroid hormone receptor interactor 6 -1,88 2,97E-02 
Rassf2 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family member 2 -1,88 3,03E-02 
Ptpru protein tyrosine phosphatase, receptor type, U -1,88 1,67E-02 
Pdgfb platelet-derived growth factor beta polypeptide -1,89 1,34E-02 
Btrc beta-transducin repeat containing E3 ubiquitin protein ligase -1,89 2,04E-02 
Ctrc chymotrypsin C (caldecrin) -1,89 7,10E-03 
Coro2a coronin, actin binding protein, 2A -1,90 1,30E-02 
Nkd1 naked cuticle homolog 1 (Drosophila) -1,90 3,71E-02 
Ankrd11 ankyrin repeat domain 11 -1,90 3,63E-02 
Chst10 carbohydrate sulfotransferase 10 -1,90 1,55E-02 
Neurl1 neuralized E3 ubiquitin protein ligase 1 -1,90 3,83E-03 
Pear1 platelet endothelial aggregation receptor 1 -1,90 1,29E-02 
Ptpdc1 protein tyrosine phosphatase domain containing 1 -1,90 9,88E-03 
Mitf microphthalmia-associated transcription factor -1,91 5,68E-03 
Setd3 SET domain containing 3 -1,91 2,51E-02 
Rcbtb2 regulator of chromosome condensation (RCC1) and BTB (POZ) d     -1,91 3,55E-03 Slc24a2 solute carrier family 24 (sodium/potassium/calcium exchanger), b  2 -1,92 3,40E-03 Slc38a9 solute carrier family 38, member 9 -1,92 2,39E-03 
Gab2 GRB2-associated binding protein 2 -1,92 2,94E-02 
Heatr3 HEAT repeat containing 3 -1,92 3,28E-02 
Tfpi tissue factor pathway inhibitor (lipoprotein-associated coagulation h b ) -1,92 7,91E-03 Smtn smoothelin -1,93 1,33E-02 
Rab11fip5 RAB11 family interacting protein 5 (class I) -1,93 6,40E-03 
Pou6f1 POU class 6 homeobox 1 -1,93 1,49E-02 
Enpp2 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 2 -1,93 2,32E-02 
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Wdr6 WD repeat domain 6 -1,93 9,04E-03 
Gpr37 G protein-coupled receptor 37 (endothelin receptor type B-like) -1,93 3,69E-03 
Ncoa2 nuclear receptor coactivator 2 -1,93 1,42E-03  Dnajb14 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 14 -1,93 2,93E-02 
Tk1 thymidine kinase 1, soluble -1,93 1,04E-02 
Cdk7 cyclin-dependent kinase 7 -1,93 1,06E-02 
Sox5 SRY (sex determining region Y)-box 5 -1,94 3,16E-02 
Scara5 scavenger receptor class A, member 5 -1,94 2,80E-03 
Dtna dystrobrevin, alpha -1,94 1,71E-03 
Pkp1 plakophilin 1 -1,94 6,82E-03 
Khdrbs3 KH domain containing, RNA binding, signal transduction associated 3 -1,95 8,50E-03 
Stc1 stanniocalcin 1 -1,95 3,85E-03 
Gabrg2 gamma-aminobutyric acid (GABA) A receptor, gamma 2 -1,95 2,35E-02 
Amotl1 angiomotin like 1 -1,95 1,00E-03 
Runx2 runt-related transcription factor 2 -1,96 5,42E-03 
Upb1 ureidopropionase, beta -1,96 4,59E-03 
Cd70 CD70 molecule -1,96 1,98E-02 
Hemgn hemogen -1,96 1,10E-02 
Kank1 KN motif and ankyrin repeat domains 1 -1,97 1,66E-03 
Tenm1 teneurin transmembrane protein 1 -1,97 3,55E-02 
Dock6 dedicator of cytokinesis 6 -1,97 1,02E-02 
Rgr retinal G protein coupled receptor -1,97 1,29E-02 
Cyr61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 -1,97 6,22E-03 
Lipe lipase, hormone-sensitive -1,99 3,72E-03 
Cebpz CCAAT/enhancer binding protein (C/EBP), zeta -1,99 4,47E-03 
Casc5 cancer susceptibility candidate 5 -1,99 1,04E-02 
Fosb FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog B -1,99 1,27E-02 
Myo15a myosin XVA -2,00 1,34E-02 
Mepe matrix extracellular phosphoglycoprotein -2,00 3,33E-03 
Sesn3 sestrin 3 -2,01 3,10E-03 
Apoa4 apolipoprotein A-IV -2,01 4,80E-02 
Rec8 REC8 meiotic recombination protein -2,02 4,07E-03 
Lpin1 lipin 1 -2,02 5,48E-03 
Stam2 signal transducing adaptor molecule (SH3 domain and ITAM motif) 2 -2,03 1,54E-02 
Ahnak AHNAK nucleoprotein -2,03 9,05E-04 
Flna filamin A, alpha -2,04 3,07E-02 
Mmp25 matrix metallopeptidase 25 -2,04 3,55E-02 
Rab27b RAB27B, member RAS oncogene family -2,05 3,22E-02 
Psip1 PC4 and SFRS1 interacting protein 1 -2,05 2,82E-02 
Col5a2 collagen, type V, alpha 2 -2,06 2,24E-03 
Insig1 insulin induced gene 1 -2,06 3,44E-02 
Ranbp1 RAN binding protein 1 -2,08 4,89E-03 
Fbxo41 F-box protein 41 -2,08 1,08E-02 
Rad51 RAD51 recombinase -2,09 1,78E-03 
Pros1 protein S (alpha) -2,10 8,91E-04 
Fjx1 four jointed box 1 (Drosophila) -2,11 2,30E-02 
Gnal guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha activating     -2,11 2,84E-02 Cry2 cryptochrome circadian clock 2 -2,12 1,80E-03 
Prss33 protease, serine, 33 -2,12 1,31E-02 
Gpx5 glutathione peroxidase 5 -2,12 1,04E-02 
Tspan33 tetraspanin 33 -2,13 4,54E-03 
Plagl1 pleiomorphic adenoma gene-like 1 -2,14 2,30E-02 
Il33 interleukin 33 -2,15 1,94E-02 
Rorc RAR-related orphan receptor C -2,15 1,64E-02 
Nlrp12 NLR family, pyrin domain containing 12 -2,17 2,10E-02 
Ckm creatine kinase, muscle -2,17 1,40E-03 
Phldb1 pleckstrin homology-like domain, family B, member 1 -2,18 2,28E-02 
335 
 
 
                                                                                                                                            
 
Plekhg5 pleckstrin homology domain containing, family G (with RhoGef    -2,19 8,58E-03 Arhgap4 Rho GTPase activating protein 4 -2,20 7,36E-04 
Ttc8 tetratricopeptide repeat domain 8 -2,21 1,97E-03 
Hgf hepatocyte growth factor (hepapoietin A; scatter factor) -2,21 1,67E-02 
Gprin2 G protein regulated inducer of neurite outgrowth 2 -2,23 3,77E-03 
Rgs18 regulator of G-protein signaling 18 -2,24 2,36E-02 
Flnc filamin C, gamma -2,24 8,17E-03 
Pnpla3 patatin-like phospholipase domain containing 3 -2,25 3,23E-02 
Arhgap6 Rho GTPase activating protein 6 -2,25 4,74E-02 
Ccdc80 coiled-coil domain containing 80 -2,25 1,77E-03 
Pdzd7 PDZ domain containing 7 -2,27 9,35E-04 
Maff v-maf avian musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog F -2,31 2,92E-02 
Adgre5 adhesion G protein-coupled receptor E5 -2,33 4,23E-03 
Grik5 glutamate receptor, ionotropic, kainate 5 -2,35 3,81E-03 
Rapgef6 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 6 -2,36 3,83E-04 
Myh11 myosin, heavy chain 11, smooth muscle -2,36 1,14E-02 
Dclk3 doublecortin-like kinase 3 -2,38 1,68E-03 
Tnfrsf13c tumor necrosis factor receptor superfamily, member 13C -2,40 6,57E-03 
Ikbkap inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase   -2,43 2,10E-03 Il1rapl2 interleukin 1 receptor accessory protein-like 2 -2,45 3,39E-02 
Aoc3 amine oxidase, copper containing 3 -2,48 1,76E-03 
Zan zonadhesin (gene/pseudogene) -2,48 1,30E-03 
Usp11 ubiquitin specific peptidase 11 -2,49 5,14E-03 
Mllt10 myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog,     -2,55 4,40E-02 Sox3 SRY (sex determining region Y)-box 3 -2,56 1,75E-03 
Bmp6 bone morphogenetic protein 6 -2,57 4,83E-02 
Egr1 early growth response 1 -2,60 2,36E-02 
Eif5b eukaryotic translation initiation factor 5B -2,64 9,50E-04 
Tppp3 tubulin polymerization-promoting protein family member 3 -2,67 6,99E-04 
Zcchc11 zinc finger, CCHC domain containing 11 -2,68 7,06E-03 
Pcdh8 protocadherin 8 -2,68 5,15E-03 
Nfe2l3 nuclear factor, erythroid 2-like 3 -2,69 4,42E-04 
Abce1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 -2,70 1,33E-02 
Hoxd13 homeobox D13 -2,79 8,83E-04 
Cep170 centrosomal protein 170kDa -2,82 1,87E-02 
Orm1 orosomucoid 1 -2,83 2,71E-03 
Ddx5 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 5 -3,07 4,37E-03 
Scg2 secretogranin II -3,12 2,11E-03 
Cep70 centrosomal protein 70kDa -3,24 9,42E-04 
Ncor1 nuclear receptor corepressor 1 -3,30 5,89E-05 
Hoxd9 homeobox D9 -3,33 4,49E-04 
Inmt indolethylamine N-methyltransferase -3,43 1,91E-04 
Cidec cell death-inducing DFFA-like effector c -3,54 3,25E-03 
Cap2 CAP, adenylate cyclase-associated protein, 2 (yeast) -4,00 3,02E-04 
Fndc5 fibronectin type III domain containing 5 -4,10 7,80E-04 
Cyp2e1 cytochrome P450, family 2, subfamily E, polypeptide 1 -4,12 5,73E-03 
Lep leptin -4,32 1,03E-04 
Thrsp thyroid hormone responsive -4,50 4,42E-05 
Hoxd12 homeobox D12 -4,63 6,65E-03 
Hoxd10 homeobox D10 -7,73 4,12E-04 
Lpl lipoprotein lipase -10,45 3,68E-05 
Adipoq adiponectin, C1Q and collagen domain containing -11,80 1,84E-04 
Cfd complement factor D (adipsin) -16,52 3,68E-04 
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Tableau 16 : Gènes communs identifiés par puce d’expression BeadChipTM de Illumina comme étant augmentés ou diminués de plus de 1.5 fois et ayant un P-value < que 0,05 dans le côlon distal des animaux Ncor1ΔExon11ΔCEI mâles âgés de 2 et 10 mois. Les données ont été analysées grâce au logiciel FlexArray et au Significance analysis of microarrays (SAM) test (n=3 (2 mois) et n=2 (10 mois)). 
Symbole Nom du gène 
Ncor1∆Exon11∆CEI 
2 mois 10 mois 
Induction/ 
diminution P-value 
Induction/ 
diminution P-value 
Ido1 indoleamine 2,3-dioxygenase 1 7,37 2,43E-05 9,28 8,99E-03 
Arg2 arginase 2 4,15 3,53E-05 6,43 5,15E-05 
Slc25a20 solute carrier family 25 (carnitine/acylcarnitine translocase), member 20 1,62 4,27E-03 4,15 1,08E-02 
Slc7a9 solute carrier family 7 (amino acid transporter light chain, bo,+ system), member 9 2,68 1,55E-04 4,00 5,52E-04 
Hmgcs2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial) 2,08 1,94E-03 3,96 2,36E-04 
Upp1 uridine phosphorylase 1 1,52 5,03E-03 3,14 1,10E-02 
Irf1 interferon regulatory factor 1 1,56 2,67E-03 2,96 3,00E-02 
Scnn1g sodium channel, nonvoltage-gated 1 gamma 1,78 1,10E-02 2,79 1,89E-02 
Gbp2 guanylate binding protein 2 1,58 6,23E-03 2,58 1,12E-02 
Acacb acetyl-CoA carboxylase beta 1,82 9,32E-04 2,25 2,85E-03 
Creb3l3 cAMP responsive element binding protein 3-like 3 1,71 3,27E-03 2,13 1,12E-03 
Abcd3 ATP-binding cassette, sub-family D (ALD), member 3 1,62 1,68E-03 2,06 4,65E-03 
Abcg1 ATP-binding cassette, sub-family G (WHITE), member 1 1,59 2,08E-03 2,05 1,23E-02 
Ncoa4 nuclear receptor coactivator 4 1,51 4,28E-03 1,92 3,62E-02 
Cma1 chymase 1, mast cell 1,89 1,19E-03 1,88 1,94E-02 
Ffar4 free fatty acid receptor 4 1,71 1,20E-02 1,87 4,29E-03 
Clnk cytokine-dependent hematopoietic cell linker 1,70 3,20E-02 1,85 1,16E-03 
B4galnt2 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 2         1,84 4,44E-02         1,84 4,25E-03 
Pou4f1 POU domain, class 4, transcription factor 1 1,63 1,01E-02 1,82 4,53E-03 
Trpv6 transient receptor potential cation channel, subfamily V, member 6 2,33 1,30E-04 1,82 3,74E-02 
Trim72 tripartite motif containing 72, E3 ubiquitin protein ligase 1,59 2,48E-02 1,81 4,09E-03 
Nudt15 nudix (nucleoside diphosphate linked moiety X)-type motif 15 1,61 2,42E-02 1,79 4,35E-02 
Cd177 CD177 molecule 1,72 2,74E-03 1,79 2,58E-02 
Syt8 synaptotagmin VIII 1,65 7,19E-03 1,77 1,17E-02 
Col13a1 collagen, type XIII, alpha 1 1,94 4,11E-04 1,76 2,78E-02 
Muc4 mucin 4, cell surface associated 1,84 4,80E-03 1,76 1,20E-02 
Ppm1j protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1J 1,53 2,36E-02 1,73 3,95E-02 
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Trpm3 transient receptor potential cation channel, subfamily M, member 3 1,60 2,16E-02 1,72 4,57E-02 
Mfsd2a major facilitator superfamily domain containing 2A 2,38 3,52E-03 1,71 1,35E-02 
Lbh limb-bud and heart 1,58 7,73E-03 1,70 3,15E-02 
Atp12a ATPase, H+/K+ transporting, nongastric, alpha polypeptide 1,63 4,40E-02 1,69 9,89E-03 
Tbl1xr1 transducin (beta)-like 1 X-linked receptor 1 1,86 3,00E-03 1,65 3,91E-02 
Acbd5 acyl-CoA binding domain containing 5 1,60 6,91E-03 1,60 2,15E-02 
Xiap X-linked inhibitor of apoptosis 1,60 6,06E-03 1,60 2,30E-02 
Vldlr very low density lipoprotein receptor 1,55 4,49E-03 1,58 2,89E-02 
Hdhd1 haloacid dehalogenase-like hydrolase domain containing 1 1,61 4,24E-02 1,58 9,95E-03 
Mov10 Mov10 RISC complex RNA helicase 1,81 8,46E-04 1,55 4,16E-02 
Maob monoamine oxidase B -1,52 8,67E-03 -1,59 1,58E-02 
Mrps10 mitochondrial ribosomal protein S10 -1,87 1,49E-03 -1,59 7,15E-03 
Apob apolipoprotein B -2,27 3,01E-03 -1,61 1,28E-02 
Marcksl1 MARCKS-like 1 -1,67 1,61E-02 -1,62 8,79E-03 
Espn espin -1,87 1,90E-03 -1,67 1,32E-02 
Tmtc1 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 -1,83 6,38E-03 -1,69 4,64E-02 
Enpp3 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 3 -1,57 1,70E-02 -1,72 2,50E-02 
Cyp11a1 cytochrome P450, family 11, subfamily A, polypeptide 1 -1,88 5,66E-03 -1,74 9,61E-03 
Capsl calcyphosine-like -1,83 1,72E-04 -1,74 2,18E-02 
Bex4 brain expressed, X-linked 4 -1,84 1,29E-03 -1,76 4,02E-02 
Tceal1 transcription elongation factor A (SII)-like 1 -1,50 2,90E-02 -1,82 6,68E-03 
Cdk7 cyclin-dependent kinase 7 -1,58 4,72E-02 -1,93 1,06E-02 
Sycn syncollin -1,91 9,10E-03 -1,96 4,00E-03 
Upb1 ureidopropionase, beta -1,53 1,23E-02 -1,96 4,59E-03 
Lipe lipase, hormone sensitive -1,53 8,64E-03 -1,99 3,72E-03 
Sox3 SRY (sex determining region Y)-box 3 -1,51 1,80E-02 -2,56 1,75E-03 
Egr1 early growth response 1 -1,53 3,27E-02 -2,60 2,36E-02 
Abce1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 -1,78 1,90E-02 -2,70 1,33E-02 
Wbscr17 Williams-Beuren syndrome chromosome region 17 -1,57 4,30E-02 -2,79 4,05E-04 
Ncor1 nuclear receptor corepressor 1 -1,76 8,61E-04 -3,30 5,89E-05 
Fndc5 fibronectin type III domain containing 5 -1,63 6,36E-03 -4,10 7,80E-04 
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Tableau 17 : Gènes identifiés dans l'analyse RNAseq effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 étant induits ou diminués de plus de 1,5 fois et ayant un P-value minimal de 0,05. 
  Caco-2/15 HT-29 
  shNCOR1_655 shNCOR1_655 
Symbole Nom du gène Ratio P-value Ratio P-value 
ABCA12 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 12 49,83 1,00E-15 21,20 9,10E-03 
ABCA6 ATP-binding cassette, sub-family A (ABC1), member 6 3,27 3,60E-03 6,63 3,10E-04 
ACSBG1 acyl-CoA synthetase bubblegum family member 1 2,05 1,10E-02 1,76 1,10E-02 
ACSL1 acyl-CoA synthetase long-chain family member 1 3,46 1,20E-44 2,28 2,70E-06 
ADAM19 ADAM metallopeptidase domain 19 4,08 8,30E-23 1,73 9,30E-05 
ADAMTS6 ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 6 7,39 1,50E-07 1,53 3,00E-03 
ADRB1 adrenoceptor beta 1 2,05 1,60E-02 3,01 8,10E-03 
AKAP12 A kinase (PRKA) anchor protein 12 9,99 7,40E-12 6,00 9,40E-12 
AKAP6 A kinase (PRKA) anchor protein 6 2,89 1,30E-05 3,87 8,60E-10 
AKR1C2 aldo-keto reductase family 1, member C2 2,38 1,20E-21 3,66 2,80E-06 
AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, member C3 2,83 9,40E-21 3,24 1,40E-10 
AKR1C4 aldo-keto reductase family 1, member C4 12,17 1,70E-05 3,54 5,50E-07 
ALCAM activated leukocyte cell adhesion molecule 4,85 2,10E-11 2,39 1,50E-09 
ALDH1A2 aldehyde dehydrogenase 1 family, member A2 4,94 1,80E-05 11,27 1,90E-10 
ANGPT1 angiopoietin 1 11,98 1,2E-105 1,52 8,00E-03 
ANGPTL3 angiopoietin-like 3 2,03 2,90E-02 8,96 3,20E-03 
ANKRD22 ankyrin repeat domain 22 3,74 2,50E-02 2,57 1,90E-10 
ANXA1 annexin A1 12,87 1,00E-27 3,07 1,90E-17 
ARHGAP25 Rho GTPase activating protein 25 2,98 1,40E-03 3,75 2,40E-03 
ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 8,36 2,40E-14 13,93 1,10E-31 
ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 7,96 3,40E-37 1,76 1,10E-02 
ARL4A ADP-ribosylation factor-like 4A 2,29 3,60E-23 2,14 1,50E-08 
ARPC3 actin related protein 2/3 complex, subunit 3, 21kDa 2,62 3,70E-34 1,72 7,50E-05 
ATL1 atlastin GTPase 1 2,40 7,60E-03 3,73 2,70E-08 
B3GNT7 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 7 2,12 1,60E-15 2,00 3,30E-02 
B4GALNT1 beta-1,4-N-acetyl-galactosaminyl transferase 1 2,50 5,80E-14 1,54 2,60E-02 
BAAT bile acid CoA: amino acid N-acyltransferase (glycine N-choloyltransferase) 11,25 3,40E-12 2,13 1,60E-03 
BARX2 BARX homeobox 2 2,96 5,00E-03 3,10 7,20E-16 
BDNF brain-derived neurotrophic factor 23,04 9,00E-20 16,82 6,20E-75 
BHLHE40 basic helix-loop-helix family, member e40 2,96 1,10E-46 4,21 6,70E-10 
BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 2,40 2,20E-02 3,93 5,60E-12 
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BMPR1B bone morphogenetic protein receptor, type IB 10,91 3,00E-09 3,76 1,70E-03 
BTC betacellulin 2,45 1,30E-02 1,90 1,10E-05 
BTN3A1 butyrophilin, subfamily 3, member A1 2,55 4,50E-07 4,01 5,60E-24 
BTN3A2 butyrophilin, subfamily 3, member A2 2,83 1,60E-05 3,51 6,60E-20 
BTN3A3 butyrophilin, subfamily 3, member A3 2,75 1,20E-07 4,48 1,10E-25 
C10orf10 chromosome 10 open reading frame 10 3,25 8,90E-23 2,04 3,50E-03 
C1QTNF2 C1q and tumor necrosis factor related protein 2 3,71 2,00E-04 3,69 8,70E-07 
C1QTNF3 C1q and tumor necrosis factor related protein 3 6,53 3,20E-10 1,65 3,30E-02 
C6orf165 chromosome 6 open reading frame 165 2,14 1,50E-02 2,05 1,40E-02 
C8orf4 chromosome 8 open reading frame 4 6,53 3,00E-07 30,46 5,90E-05 
CAB39L calcium binding protein 39-like 4,09 4,10E-83 4,85 1,60E-08 
CALD1 caldesmon 1 2,34 1,70E-05 2,87 1,50E-02 
CAPN13 calpain 13 2,23 1,60E-15 2,03 1,70E-05 
CAPN8 calpain 8 7,01 2,10E-106 2,14 2,60E-02 
CARD16 caspase recruitment domain family, member 16 6,07 1,60E-09 94,22 2,80E-15 
CBLN1 cerebellin 1 precursor 2,16 1,20E-03 2,22 9,50E-04 
CCDC113 coiled-coil domain containing 113 2,10 3,00E-06 1,72 2,30E-02 
CCDC7 coiled-coil domain containing 7 3,56 1,60E-06 1,56 2,70E-02 
CCDC90B coiled-coil domain containing 90B 2,04 2,40E-21 1,59 1,30E-03 
CCNB3 cyclin B3 4,28 1,60E-20 2,53 3,10E-03 
CD109 CD109 molecule 2,79 3,00E-12 4,17 1,50E-07 
CD163L1 CD163 molecule-like 1 4,94 1,80E-03 2,31 2,70E-04 
CD274 CD274 molecule 3,27 1,50E-04 2,84 9,00E-04 
CD47 CD47 molecule 2,24 8,20E-10 1,52 2,80E-03 
CDA cytidine deaminase 2,63 2,10E-07 1,51 1,10E-02 
CDK6 cyclin-dependent kinase 6 2,56 2,90E-40 4,18 9,10E-23 
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) 2,03 6,00E-04 3,14 1,80E-02 
CEACAM1 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1 (biliary glycoprotein) 6,24 8,60E-23 2,07 5,60E-08 
CEACAM5 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 5 14,55 1,80E-32 8,07 5,50E-05 
CEACAM6 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 6 (non-specific cross reacting antigen) 10,71 6,40E-20 8,39 6,80E-03 
CHPF chondroitin polymerizing factor 2,66 2,90E-23 2,43 9,00E-11 
CLDN4 claudin 4 2,81 1,20E-15 2,13 1,80E-08 
CLDN9 claudin 9 2,49 1,30E-05 2,27 7,10E-04 
CLIC5 chloride intracellular channel 5 2,18 2,70E-02 2,04 7,40E-07 
CLIP4 CAP-GLY domain containing linker protein family, member 4 6,96 1,20E-09 1,59 4,40E-02 
COX7C cytochrome c oxidase subunit VIIc 2,45 1,20E-36 1,96 1,40E-05 
CRABP2 cellular retinoic acid binding protein 2 2,35 7,30E-23 1,58 9,60E-03 
CRIP2 cysteine-rich protein 2 2,19 4,20E-04 2,15 2,00E-08 
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CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) 3,42 6,70E-11 7,30 2,40E-43 
CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) 2,58 1,00E-04 8,17 3,90E-14 
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 2,39 8,10E-08 2,77 2,70E-02 
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 4,12 3,10E-05 3,88 7,20E-05 
CYP39A1 cytochrome P450, family 39, subfamily A, polypeptide 1 128,62 1,60E-07 2,40 1,40E-02 
CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 3,69 2,10E-06 2,66 2,20E-11 
CYTIP cytohesin 1 interacting protein 4,38 2,80E-02 9,56 8,10E-07 
DLG4 discs, large homolog 4 (Drosophila) 4,02 1,80E-11 2,18 4,60E-04 
DNAH7 dynein, axonemal, heavy chain 7 3,13 3,10E-03 3,18 1,20E-08 
DNAJC12 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 5,37 1,90E-08 5,21 2,50E-10 
DNM3 dynamin 3 5,22 3,30E-06 11,46 4,50E-24 
DOCK11 dedicator of cytokinesis 11 2,83 8,20E-09 3,37 1,80E-06 
DOCK3 dedicator of cytokinesis 3 4,56 1,60E-09 3,83 1,20E-05 
DPCR1 diffuse panbronchiolitis critical region 1 3,54 8,60E-03 1,99 1,30E-03 
DPY19L2P2 DPY19L2 pseudogene 2 2,15 4,10E-05 1,96 2,90E-04 
DSG4 desmoglein 4 28,05 2,20E-08 6,30 6,80E-07 
DUSP10 dual specificity phosphatase 10 2,33 3,40E-11 2,50 1,20E-03 
DUSP4 dual specificity phosphatase 4 2,34 2,40E-02 3,98 1,70E-24 
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 6,97 2,60E-11 5,27 4,80E-10 
ECM1 extracellular matrix protein 1 7,07 5,00E-76 2,71 4,20E-12 
EDN1 endothelin 1 8,19 7,40E-12 1,69 2,00E-04 
EGLN3 egl-9 family hypoxia-inducible factor 3 4,20 7,90E-10 1,89 3,00E-05 
EGR4 early growth response 4 3,08 5,00E-05 2,13 9,60E-03 
EIF4E2 eukaryotic translation initiation factor 4E family member 2 2,06 3,20E-23 2,04 1,40E-07 
EMP1 epithelial membrane protein 1 3,33 1,10E-05 2,56 1,60E-09 
EMP3 epithelial membrane protein 3 2,68 9,80E-09 2,42 9,10E-07 
ENO2 enolase 2 (gamma, neuronal) 2,29 4,10E-19 1,93 2,10E-05 
ENPP5 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5 (putative) 5,97 3,40E-23 7,76 2,00E-10 
EPHB1 EPH receptor B1 2,23 6,20E-03 7,09 1,90E-03 
EPM2A epilepsy, progressive myoclonus type 2A, Lafora disease (laforin) 2,35 1,90E-04 1,85 7,00E-04 
ERN2 endoplasmic reticulum to nucleus signaling 2 6,87 2,80E-02 2,14 1,20E-07 
ETV7 ets variant 7 2,05 2,10E-03 3,38 6,10E-19 
FAIM2 Fas apoptotic inhibitory molecule 2 4,18 1,40E-14 1,91 1,80E-03 
FAM134B family with sequence similarity 134, member B 3,02 9,00E-35 3,64 1,10E-06 
FAM214B family with sequence similarity 214, member B 2,08 1,30E-16 3,34 1,70E-18 
FAM229B family with sequence similarity 229, member B 2,07 2,20E-03 2,77 5,70E-03 
FAM26E family with sequence similarity 26, member E 2,24 5,90E-05 2,72 5,50E-08 
FAM46C family with sequence similarity 46, member C 2,54 9,00E-38 2,87 3,00E-09 
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FBLIM1 filamin binding LIM protein 1 2,05 1,90E-05 1,72 1,40E-04 
FGF11 fibroblast growth factor 11 2,65 2,40E-03 5,33 1,10E-24 
FILIP1L filamin A interacting protein 1-like 2,10 3,50E-04 3,74 4,20E-10 
FKBP14 FK506 binding protein 14, 22 kDa 2,63 8,90E-11 1,61 1,10E-03 
FLRT3 fibronectin leucine rich transmembrane protein 3 2,75 3,00E-07 2,13 5,60E-08 
FNIP2 folliculin interacting protein 2 2,60 8,10E-39 3,66 1,20E-13 
FXYD3 FXYD domain containing ion transport regulator 3 2,03 1,80E-04 4,31 5,90E-26 
GAD1 glutamate decarboxylase 1 (brain, 67kDa) 5,80 1,50E-108 1,74 1,00E-02 
GBP2 guanylate binding protein 2, interferon-inducible 4,92 2,00E-08 3,68 9,30E-22 
GBP3 guanylate binding protein 3 3,29 1,30E-05 2,82 1,60E-13 
GBP5 guanylate binding protein 5 3,67 1,00E-02 3,94 6,20E-05 
GIMAP2 GTPase, IMAP family member 2 2,41 2,10E-02 5,82 1,90E-15 
GLIPR1 GLI pathogenesis-related 1 13,11 4,50E-33 2,46 3,10E-09 
GPR110 G protein-coupled receptor 110 2,65 3,20E-02 1,94 2,50E-02 
GPR111 G protein-coupled receptor 111 3,14 1,30E-15 5,70 4,60E-09 
GPR137B G protein-coupled receptor 137B 2,67 1,00E-14 4,25 4,40E-07 
GPR87 G protein-coupled receptor 87 6,64 3,10E-05 4,43 6,20E-13 
GPSM3 G-protein signaling modulator 3 4,12 1,70E-07 1,71 2,30E-03 
GPX8 glutathione peroxidase 8 (putative) 2,29 1,80E-07 2,68 7,20E-03 
HAS2 hyaluronan synthase 2 6,22 7,70E-07 5,61 4,80E-20 
HAS2-AS1 HAS2 antisense RNA 1 6,47 1,70E-02 3,46 7,50E-05 
HDAC5 histone deacetylase 5 2,40 2,30E-09 1,93 3,00E-04 
HDAC9 histone deacetylase 9 4,70 2,10E-02 2,93 3,30E-04 
HIC1 hypermethylated in cancer 1 5,35 2,50E-05 5,01 3,60E-05 
HIST1H1C histone cluster 1, H1c 2,07 2,40E-21 6,94 2,70E-13 
HIST1H2BC histone cluster 1, H2bc 2,25 2,00E-04 6,63 4,80E-33 
HIST1H4H histone cluster 1, H4h 2,17 1,20E-04 7,27 6,80E-27 
HLA-DOB major histocompatibility complex, class II, DO beta 2,07 2,70E-02 2,79 4,10E-06 
HOXB4 homeobox B4 2,09 4,80E-17 1,97 7,20E-03 
HOXB5 homeobox B5 4,01 2,90E-10 2,73 3,10E-12 
HOXC5 homeobox C5 2,29 5,40E-16 7,77 4,20E-12 
HOXC9 homeobox C9 2,17 2,70E-08 4,09 4,10E-09 
HRASLS2 HRAS-like suppressor 2 6,09 7,20E-13 1,73 2,00E-02 
HYAL1 hyaluronoglucosaminidase 1 4,30 1,30E-03 3,91 2,30E-10 
HYAL3 hyaluronoglucosaminidase 3 2,35 1,40E-24 1,77 1,80E-03 
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 2,30 2,10E-16 3,30 2,60E-10 
IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 3,76 5,50E-04 2,50 1,10E-02 
IFITM2 interferon induced transmembrane protein 2 2,03 2,90E-02 1,67 2,10E-04 
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IGFL2 IGF-like family member 2 4,94 4,00E-19 4,55 2,00E-07 
IGSF10 immunoglobulin superfamily, member 10 4,10 7,80E-14 8,79 1,70E-28 
IL11 interleukin 11 2,18 1,50E-03 5,37 1,20E-15 
IL15 interleukin 15 5,48 7,80E-10 2,07 1,40E-06 
IL1R2 interleukin 1 receptor, type II 2,04 1,50E-21 3,16 2,90E-11 
IRGM immunity-related GTPase family, M 4,37 1,60E-03 7,88 6,60E-04 
ISL1 ISL LIM homeobox 1 3,88 1,70E-04 3,82 1,00E-22 
ITGA1 integrin, alpha 1 2,66 1,30E-27 1,90 9,40E-05 
ITGA10 integrin, alpha 10 4,28 1,70E-10 6,87 2,60E-09 
ITGB6 integrin, beta 6 12,34 1,00E-35 2,02 2,50E-07 
ITGB8 integrin, beta 8 2,03 4,20E-13 2,37 6,30E-10 
ITPRIP inositol 1,4,5-trisphosphate receptor interacting protein 3,85 1,40E-31 1,56 6,20E-03 
JAKMIP2 janus kinase and microtubule interacting protein 2 2,02 4,00E-02 4,23 2,50E-08 
JAZF1 JAZF zinc finger 1 4,70 4,90E-02 2,85 2,80E-02 
KCND1 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 1 2,68 3,80E-05 4,99 9,90E-13 
KCNH8 potassium voltage-gated channel, subfamily H (eag-related), member 8 6,48 1,40E-02 4,41 2,00E-04 
KCNN2 potassium intermediate/small conductance calcium-activated channel, subfamily N, member 2 6,08 3,80E-03 5,34 2,00E-02 
KIAA0319 KIAA0319 3,88 1,60E-15 2,84 5,00E-05 
KIAA1467 KIAA1467 7,97 2,0E-111 3,19 2,10E-10 
KIF3C kinesin family member 3C 2,04 9,10E-12 2,52 7,20E-03 
KRT17 keratin 17 12,42 7,20E-06 2,44 4,70E-02 
KRT23 keratin 23 (histone deacetylase inducible) 2,92 1,10E-04 2,48 1,40E-02 
KRTAP3-1 keratin associated protein 3-1 11,85 2,20E-12 6,11 4,10E-09 
KYNU kynureninase 2,21 3,20E-11 4,82 1,80E-25 
LAMA2 laminin, alpha 2 21,66 3,50E-13 1,66 3,10E-02 
LAMC1 laminin, gamma 1 (formerly LAMB2) 2,27 1,40E-21 1,62 6,10E-04 
LAMC2 laminin, gamma 2 3,89 1,20E-22 2,76 1,40E-11 
LDLR low density lipoprotein receptor 2,35 2,70E-34 1,52 2,70E-03 
LEPREL1 leprecan-like 1 2,12 1,50E-24 4,70 1,40E-26 
LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 4,70 1,30E-08 2,08 5,90E-04 
LIPH lipase, member H 4,09 4,50E-19 2,56 2,70E-12 
LMLN leishmanolysin-like (metallopeptidase M8 family) 2,59 2,40E-13 1,91 3,40E-05 
NPY4R neuropeptide Y receptor Y4 3,89 7,90E-06 5,62 4,80E-02 
LRRC36 leucine rich repeat containing 36 6,20 1,90E-23 2,16 3,50E-02 
LRRC8A leucine rich repeat containing 8 family, member A 2,08 1,10E-23 1,83 1,10E-05 
LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 4,08 2,00E-02 5,22 1,60E-06 
LUM lumican 4,15 8,10E-33 7,07 4,90E-17 
LY6G6C lymphocyte antigen 6 complex, locus G6C 4,30 1,40E-04 2,86 5,60E-03 
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LYST lysosomal trafficking regulator 2,30 1,70E-07 2,73 9,30E-10 
MAPK11 mitogen-activated protein kinase 11 2,59 1,40E-10 2,05 4,60E-03 
MAPK8IP2 mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 2 5,30 1,20E-46 6,93 1,70E-11 
MAPRE2 microtubule-associated protein, RP/EB family, member 2 3,71 1,70E-35 2,74 4,40E-11 
MAPRE3 microtubule-associated protein, RP/EB family, member 3 2,10 4,80E-16 1,63 7,80E-04 
MARCH8 membrane-associated ring finger (C3HC4) 8, E3 ubiquitin protein ligase 2,18 4,00E-23 1,90 5,30E-06 
MATN3 matrilin 3 3,74 2,20E-66 2,29 2,80E-03 
MEIS3 Meis homeobox 3 2,23 6,70E-15 2,23 4,80E-06 
MFNG MFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase 3,01 3,90E-04 2,74 1,10E-07 
MGAT4B mannosyl (alpha-1,3-)-glycoprotein beta-1,4-N-acetylglucosaminyltransferase, isozyme B 2,51 3,70E-39 1,66 2,10E-04 
MGAT5B mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,6-N-acetyl-glucosaminyltransferase, isozyme B 2,36 1,30E-10 4,87 3,50E-02 
MICA MHC class I polypeptide-related sequence A 3,20 9,60E-61 1,66 3,40E-04 
MMD monocyte to macrophage differentiation-associated 4,07 4,40E-85 2,36 2,80E-10 
MMP13 matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3) 14,07 9,60E-04 5,69 7,80E-05 
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 2,86 1,00E-26 2,00 2,80E-02 
MMP15 matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted) 3,17 7,50E-58 2,89 2,20E-15 
MUC1 mucin 1, cell surface associated 2,47 4,20E-06 2,80 5,50E-07 
MUC13 mucin 13, cell surface associated 2,76 1,40E-10 2,44 2,20E-11 
MYLIP myosin regulatory light chain interacting protein 2,12 1,10E-24 3,13 4,30E-17 
MYO3B myosin IIIB 20,45 5,00E-13 5,31 1,20E-03 
MYOM1 myomesin 1 3,77 2,40E-08 3,58 2,20E-07 
NAV3 neuron navigator 3 10,11 2,30E-06 3,78 1,10E-02 
NCEH1 neutral cholesterol ester hydrolase 1 4,16 1,30E-70 3,31 3,70E-19 
NCF2 neutrophil cytosolic factor 2 2,72 6,50E-03 11,47 5,70E-21 
NCKAP1L NCK-associated protein 1-like 6,81 3,40E-03 23,18 5,60E-06 
NES nestin 3,98 7,20E-20 2,47 9,90E-04 
NKD1 naked cuticle homolog 1 (Drosophila) 2,82 1,40E-48 22,33 2,90E-19 
NKIRAS1 NFKB inhibitor interacting Ras-like 1 2,15 5,50E-21 2,75 1,90E-11 
NLRC5 NLR family, CARD domain containing 5 2,87 1,20E-19 2,73 1,80E-06 
NOS3 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 11,00 1,20E-07 2,81 5,00E-11 
NPC1 Niemann-Pick disease, type C1 2,05 1,40E-23 1,93 1,20E-06 
NR4A1 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 1 2,67 5,70E-41 1,65 4,50E-04 
NR4A2 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 2 3,19 7,10E-16 5,27 1,30E-30 
NR4A3 nuclear receptor subfamily 4, group A, member 3 2,84 2,30E-04 6,58 1,70E-04 
NR6A1 nuclear receptor subfamily 6, group A, member 1 2,14 5,70E-21 3,59 3,80E-20 
NRCAM neuronal cell adhesion molecule 2,03 8,40E-15 3,08 7,50E-03 
NREP neuronal regeneration related protein 2,51 1,10E-02 2,00 6,60E-04 
NXF3 nuclear RNA export factor 3 10,27 1,80E-13 7,01 5,80E-03 
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NYAP2 neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase adaptor 2 7,43 5,00E-03 7,04 2,30E-11 
OPTN optineurin 2,55 4,00E-11 2,61 4,90E-09 
OSCP1 organic solute carrier partner 1 2,69 5,70E-03 2,27 1,80E-04 
OSTM1 osteopetrosis associated transmembrane protein 1 4,08 3,20E-80 4,83 2,00E-30 
OVOL2 ovo-like zinc finger 2 2,03 6,40E-18 1,71 6,60E-04 
P4HA2 prolyl 4-hydroxylase, alpha polypeptide II 2,28 8,80E-31 2,01 3,50E-07 
PARP8 poly (ADP-ribose) polymerase family, member 8 2,72 1,70E-03 1,60 3,60E-03 
PBXIP1 pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1 2,93 9,30E-23 3,79 1,90E-11 
PCDH1 protocadherin 1 3,34 5,20E-16 1,69 1,20E-04 
PCDH7 protocadherin 7 7,14 9,80E-08 4,20 2,80E-09 
PCDHB14 protocadherin beta 14 3,57 6,20E-05 3,22 1,20E-03 
PCDHB16 protocadherin beta 16 3,89 3,90E-02 3,00 4,50E-02 
PCDHGB2 protocadherin gamma subfamily B, 2 2,82 2,10E-02 2,55 3,60E-02 
PCLO piccolo presynaptic cytomatrix protein 3,82 9,10E-10 6,80 7,40E-10 
PDLIM5 PDZ and LIM domain 5 2,30 1,50E-14 1,87 3,00E-06 
PEAR1 platelet endothelial aggregation receptor 1 3,97 1,20E-05 2,18 4,50E-05 
PGM2L1 phosphoglucomutase 2-like 1 2,89 3,00E-06 3,38 1,70E-05 
PIK3IP1 phosphoinositide-3-kinase interacting protein 1 2,13 1,60E-05 1,79 4,20E-03 
PLA1A phospholipase A1 member A 3,26 2,30E-03 13,02 3,00E-03 
PLA2G4C phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent) 2,07 3,90E-02 2,92 1,80E-05 
PLAC1 placenta-specific 1 4,36 5,60E-42 21,50 4,30E-22 
PLEKHH2 pleckstrin homology domain containing, family H (with MyTH4 domain) member 2 3,38 5,20E-05 1,72 2,50E-03 
PLK2 polo-like kinase 2 2,99 3,70E-07 4,29 6,80E-28 
PNPLA7 patatin-like phospholipase domain containing 7 3,73 1,90E-19 1,87 6,50E-04 
PPFIA3 protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), interacting protein (liprin), alpha 3 2,09 6,40E-03 2,02 5,90E-07 
PPP1R1C protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 1C 2,33 8,40E-08 3,66 3,60E-04 
PPP1R3F protein phosphatase 1, regulatory subunit 3F 2,03 2,30E-11 4,21 5,30E-22 
PPP2R5B protein phosphatase 2, regulatory subunit B', beta 2,07 7,70E-08 3,05 7,40E-16 
PRICKLE2 prickle homolog 2 (Drosophila) 13,19 4,90E-27 2,96 1,40E-04 
PRSS22 protease, serine, 22 2,12 1,40E-05 2,51 8,90E-12 
PRSS8 protease, serine, 8 2,88 3,50E-52 2,97 2,90E-16 
PSORS1C1 psoriasis susceptibility 1 candidate 1 3,07 2,40E-04 2,13 2,10E-04 
PTHLH parathyroid hormone-like hormone 6,47 4,20E-10 3,10 6,20E-05 
PTPRB protein tyrosine phosphatase, receptor type, B 4,48 1,80E-10 2,06 1,50E-07 
PTPRM protein tyrosine phosphatase, receptor type, M 2,42 4,30E-36 6,95 5,20E-15 
PTPRR protein tyrosine phosphatase, receptor type, R 2,41 2,50E-09 3,25 5,90E-04 
PVRL4 poliovirus receptor-related 4 5,30 4,80E-02 4,37 3,50E-26 
QPCT glutaminyl-peptide cyclotransferase 4,64 2,70E-60 1,59 8,40E-04 
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RAB15 RAB15, member RAS oncogene family 2,15 1,70E-18 3,28 7,20E-19 
RAB30 RAB30, member RAS oncogene family 2,18 1,90E-23 2,43 2,20E-05 
RAPGEF3 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 3 2,23 1,20E-08 2,20 5,40E-09 
RAPGEF4 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 4 9,57 4,20E-04 5,50 8,10E-07 
RASGRP3 RAS guanyl releasing protein 3 (calcium and DAG-regulated) 7,81 2,30E-43 2,88 3,70E-03 
RASSF9 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) member 9 3,74 4,50E-09 2,59 8,60E-05 
RENBP renin binding protein 4,14 1,70E-02 3,42 7,50E-04 
RHEBL1 Ras homolog enriched in brain like 1 2,78 5,70E-18 2,96 4,80E-09 
RLN2 relaxin 2 3,26 5,20E-04 1,83 1,80E-02 
RNF24 ring finger protein 24 2,37 3,40E-13 3,12 1,10E-16 
RNU6-1 RNA, U6 small nuclear 1 3,94 1,60E-02 5,42 9,70E-03 
RRAS related RAS viral (r-ras) oncogene homolog 2,31 1,80E-09 3,18 6,50E-18 
RTN2 reticulon 2 3,05 2,00E-07 4,29 2,50E-11 
SAMD9L sterile alpha motif domain containing 9-like 4,14 8,60E-04 3,07 1,50E-06 
SATB1 SATB homeobox 1 6,03 1,40E-04 1,77 4,20E-05 
SBK1 SH3 domain binding kinase 1 2,19 1,10E-02 3,15 4,10E-12 
SCEL sciellin 5,72 3,30E-19 6,70 9,60E-14 
SCFD1 sec1 family domain containing 1 2,07 2,10E-23 1,59 9,70E-04 
SDC4 syndecan 4 2,14 2,20E-07 2,84 6,10E-08 
SEMA3A sema domain, immunoglobulin domaine (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3A 2,15 1,80E-24 3,47 2,30E-20 
SEMA4F sema domain, immunoglobulin domain (Ig), transmembrane domain (TM) and short cytoplasmic domain, (semaphorin) 4F 2,56 3,60E-31 2,89 1,00E-11 
SERPINI1 serpin peptidase inhibitor, clade I (neuroserpin), member 1 2,61 7,80E-19 8,39 2,00E-10 
SLAMF7 SLAM family member 7 39,07 1,90E-02 5,20 9,60E-04 
SLC25A27 solute carrier family 25, member 27 16,03 6,50E-06 2,86 1,30E-06 
SLC26A9 solute carrier family 26 (anion exchanger), member 9 2,80 4,40E-07 2,76 6,00E-03 
SLC2A12 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 12 2,94 2,20E-03 1,53 4,40E-03 
SLC35G2 solute carrier family 35, member G2 3,36 3,40E-52 1,86 2,50E-02 
SLC39A6 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 6 2,46 1,00E-35 1,65 3,20E-04 
SLC46A3 solute carrier family 46, member 3 2,03 1,10E-05 4,59 1,10E-23 
SLC8A2 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 2 3,06 3,60E-02 2,33 1,20E-03 
SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 3,23 3,10E-27 5,23 1,30E-10 
SOSTDC1 sclerostin domain containing 1 4,28 9,10E-11 1,75 1,20E-02 
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 2,39 5,80E-06 20,56 1,30E-10 
SP140L SP140 nuclear body protein-like 6,33 3,60E-21 1,66 4,40E-03 
SP5 Sp5 transcription factor 2,12 6,50E-05 5,03 4,10E-22 
SPRR3 small proline-rich protein 3 21,01 2,60E-08 9,45 6,90E-12 
SRPX2 sushi-repeat containing protein, X-linked 2 2,61 3,90E-15 4,70 9,50E-03 
SYNJ2BP synaptojanin 2 binding protein 2,62 1,40E-33 2,10 4,40E-07 
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TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 2,35 1,80E-23 2,11 4,10E-06 
TCAP titin-cap 2,06 2,60E-03 2,17 3,70E-04 
TCL6 T-cell leukemia/lymphoma 6 (non-protein coding) 3,56 1,90E-14 4,69 4,40E-11 
TEAD2 TEA domain family member 2 2,43 3,30E-07 2,79 5,20E-12 
TGFB2 transforming growth factor, beta 2 2,35 8,80E-04 1,72 6,20E-03 
TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 2,19 3,90E-02 1,86 5,00E-06 
TINAG tubulointerstitial nephritis antigen 15,85 2,00E-04 1,91 2,20E-03 
TLR1 toll-like receptor 1 10,19 1,00E-02 16,73 1,50E-06 
TLR3 toll-like receptor 3 6,00 6,30E-21 2,14 4,20E-03 
TLR6 toll-like receptor 6 5,91 4,90E-03 7,52 4,50E-36 
TM4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 2,65 2,30E-06 2,15 8,00E-09 
TMC7 transmembrane channel-like 7 4,25 4,90E-42 1,69 2,50E-04 
TMED6 transmembrane emp24 protein transport domain containing 6 2,41 1,10E-04 4,43 4,00E-04 
TMEM2 transmembrane protein 2 2,44 2,90E-10 2,27 8,80E-10 
TMOD2 tropomodulin 2 (neuronal) 4,64 1,00E-05 1,80 2,70E-02 
TMPRSS11E transmembrane protease, serine 11E 9,58 7,30E-04 8,08 2,60E-02 
TMSB10 thymosin beta 10 2,39 1,50E-18 1,83 4,20E-03 
TMTC1 transmembrane and tetratricopeptide repeat containing 1 4,85 5,30E-03 2,18 9,80E-04 
TNC tenascin C 5,87 5,60E-09 3,79 2,70E-05 
TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 3,96 1,00E-19 2,36 1,50E-04 
TP53INP2 tumor protein p53 inducible nuclear protein 2 3,01 5,00E-53 8,32 1,80E-30 
TPH2 tryptophan hydroxylase 2 4,58 2,50E-07 6,78 4,10E-12 
TREML2 triggering receptor expressed on myeloid cells-like 2 13,90 5,20E-09 7,19 3,50E-18 
TRIM38 tripartite motif containing 38 3,35 4,10E-06 1,74 7,50E-04 
TRIM6 tripartite motif containing 6 2,36 1,30E-05 3,80 8,60E-13 
TTC9 tetratricopeptide repeat domain 9 2,61 8,10E-25 7,68 1,00E-33 
TTLL7 tubulin tyrosine ligase-like family, member 7 2,75 8,50E-03 4,59 3,00E-05 
TUBA1A tubulin, alpha 1a 3,43 1,70E-03 14,00 5,80E-04 
TUBAL3 tubulin, alpha-like 3 3,12 9,30E-09 2,23 3,90E-02 
TUBB2A tubulin, beta 2A class IIa 2,27 9,90E-05 1,79 7,40E-04 
TULP3 tubby like protein 3 2,82 9,80E-46 2,90 2,20E-14 
UBXN10 UBX domain protein 10 15,29 9,60E-03 2,79 1,20E-04 
UCA1 urothelial cancer associated 1 (non-protein coding) 15,26 7,50E-19 2,42 1,20E-02 
UGT2B15 UDP glucuronosyltransferase 2 family, polypeptide B15 4,80 7,80E-07 4,14 5,40E-07 
VCAN versican 9,75 3,70E-15 2,94 3,60E-02 
VNN1 vanin 1 11,93 3,10E-03 2,75 7,60E-05 
XKR6 XK, Kell blood group complex subunit-related family, member 6 49,94 4,80E-03 1,67 1,50E-02 
YPEL3 yippee-like 3 (Drosophila) 2,06 1,50E-02 2,32 3,10E-09 
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ZBTB20 zinc finger and BTB domain containing 20 4,86 2,20E-13 3,28 1,20E-04 
ZDHHC1 zinc finger, DHHC-type containing 1 3,51 1,60E-19 3,07 2,50E-13 
ZFP36L1 ZFP36 ring finger protein-like 1 2,42 2,80E-24 1,63 4,00E-04 
ZNF503 zinc finger protein 503 2,30 1,30E-05 2,94 1,60E-14 
ZNF608 zinc finger protein 608 3,22 1,30E-16 3,71 1,30E-20 
ABHD14B abhydrolase domain containing 14B -2,95 2,10E-33 -2,67 4,90E-12 
ACSF2 acyl-CoA synthetase family member 2 -2,37 2,20E-09 -1,58 5,10E-03 
ACSS1 acyl-CoA synthetase short-chain family member 1 -5,45 2,40E-34 -2,18 4,20E-08 
ADAMTSL4 ADAMTS-like 4 -4,27 1,10E-15 -3,82 4,30E-02 
ADI1 acireductone dioxygenase 1 -2,70 7,80E-43 -4,39 1,60E-26 
AGMAT agmatine ureohydrolase (agmatinase) -2,17 1,00E-26 -3,22 2,30E-16 
AGXT alanine-glyoxylate aminotransferase -8,15 2,80E-09 -1,93 7,30E-03 
AIG1 androgen-induced 1 -2,28 3,60E-16 -1,73 2,90E-02 
AK4 adenylate kinase 4 -2,85 6,30E-48 -4,46 1,20E-26 
ALG14 ALG14, UDP-N-acetylglucosaminyltransferase subunit -2,65 2,10E-13 -5,59 1,80E-26 
ALG3 ALG3, alpha-1,3- mannosyltransferase -4,42 3,20E-90 -4,18 1,70E-24 
ALKBH8 alkB, alkylation repair homolog 8 (E. coli) -2,30 9,00E-26 -3,13 2,60E-07 
ANP32E acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member E -2,61 5,50E-39 -2,78 2,00E-13 
AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group) -4,80 3,50E-06 -2,02 2,50E-04 
ARL15 ADP-ribosylation factor-like 15 -2,92 4,90E-14 -2,55 5,10E-11 
ASL argininosuccinate lyase -2,10 1,10E-21 -1,54 5,80E-03 
ATP5G1 ATP synthase, H+ transporting, mitochondrial Fo complex, subunit C1 (subunit 9) -2,30 3,80E-24 -1,81 1,20E-02 
ATP8A1 ATPase, aminophospholipid transporter (APLT), class I, type 8A, member 1 -3,65 8,90E-56 -1,75 2,70E-03 
B3GNT6 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 6 (core 3 synthase) -3,26 4,70E-02 -3,98 4,40E-02 
B9D1 B9 protein domain 1 -2,31 2,30E-13 -1,95 8,90E-05 
BCAS3 breast carcinoma amplified sequence 3 -2,66 3,60E-32 -1,75 6,30E-04 
BMP8B bone morphogenetic protein 8b -4,71 2,20E-36 -2,48 1,00E-07 
BRMS1L breast cancer metastasis-suppressor 1-like -2,91 1,10E-36 -3,32 1,10E-14 
BTNL8 butyrophilin-like 8 -2,52 5,80E-35 -22,60 2,20E-29 
C15orf57 chromosome 15 open reading frame 57 -2,33 1,50E-19 -2,23 4,20E-08 
C2CD5 C2 calcium-dependent domain containing 5 -2,65 1,70E-40 -2,03 1,00E-06 
C3orf33 chromosome 3 open reading frame 33 -2,81 2,00E-25 -2,17 9,20E-05 
C5orf15 chromosome 5 open reading frame 15 -2,43 1,50E-33 -2,40 6,30E-10 
CA12 carbonic anhydrase XII -7,85 2,5E-105 -4,23 1,30E-25 
CAMKK1 calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1, alpha -2,47 6,90E-12 -1,62 1,30E-02 
CCDC170 coiled-coil domain containing 170 -7,69 3,20E-22 -4,53 5,80E-08 
CD46 CD46 molecule, complement regulatory protein -2,14 9,60E-27 -1,83 3,00E-05 
CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) -4,37 3,70E-96 -4,08 2,30E-09 
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CHCHD10 coiled-coil-helix-coiled-coil-helix domain containing 10 -2,42 3,10E-32 -2,37 1,70E-08 
CHST3 carbohydrate (chondroitin 6) sulfotransferase 3 -3,11 2,40E-54 -3,65 1,20E-07 
CLDN2 claudin 2 -2,14 1,30E-22 -10,54 3,50E-07 
CNNM4 cyclin M4 -4,07 1,20E-74 -3,74 1,50E-20 
COBLL1 cordon-bleu WH2 repeat protein-like 1 -2,62 8,30E-38 -2,16 2,70E-03 
COL4A1 collagen, type IV, alpha 1 -3,20 1,50E-07 -3,74 5,00E-04 
CORO1B coronin, actin binding protein, 1B -3,02 3,00E-53 -1,79 1,20E-03 
CORO2A coronin, actin binding protein, 2A -3,30 1,80E-59 -1,55 4,70E-03 
COX15 cytochrome c oxidase assembly homolog 15 (yeast) -2,55 2,50E-36 -3,88 4,80E-22 
CPNE7 copine VII -3,15 2,00E-10 -2,30 8,00E-04 
CPNE8 copine VIII -2,24 1,30E-22 -1,79 7,70E-04 
CTNNAL1 catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 -1,99 4,20E-22 -3,24 2,40E-17 
CXCL17 chemokine (C-X-C motif) ligand 17 -3,93 5,30E-05 -4,05 1,50E-09 
CYP2W1 cytochrome P450, family 2, subfamily W, polypeptide 1 -4,87 4,90E-08 -4,77 2,20E-06 
DAPK2 death-associated protein kinase 2 -2,63 3,20E-08 -2,85 5,20E-04 
DCP2 decapping mRNA 2 -3,19 4,50E-51 -2,78 2,30E-13 
DEPDC1 DEP domain containing 1 -3,47 7,20E-28 -4,17 2,90E-24 
DERL2 derlin 2 -2,17 1,10E-20 -1,92 2,10E-05 
DERL3 derlin 3 -2,04 6,10E-08 -3,11 2,50E-03 
DNM1L dynamin 1-like -2,01 2,30E-22 -2,41 4,90E-10 
DNPH1 2'-deoxynucleoside 5'-phosphate N-hydrolase 1 -2,62 7,00E-33 -3,19 1,30E-07 
DOLPP1 dolichyldiphosphatase 1 -2,04 4,10E-21 -2,38 1,40E-09 
EBAG9 estrogen receptor binding site associated, antigen, 9 -2,13 3,80E-19 -2,99 7,10E-14 
EFCAB11 EF-hand calcium binding domain 11 -1,99 2,40E-08 -2,57 3,70E-08 
EFHD2 EF-hand domain family, member D2 -2,10 1,50E-22 -2,41 3,80E-10 
EFNA2 ephrin-A2 -2,01 1,30E-05 -1,86 4,70E-04 
EIF4B eukaryotic translation initiation factor 4B -2,02 4,40E-23 -2,53 1,90E-11 
ETNK1 ethanolamine kinase 1 -2,36 8,20E-22 -2,51 1,30E-10 
FAM117B family with sequence similarity 117, member B -2,04 4,50E-06 -2,31 9,30E-09 
FAM131B family with sequence similarity 131, member B -3,24 5,00E-34 -3,15 2,60E-08 
FAM98B family with sequence similarity 98, member B -2,87 4,80E-47 -3,36 2,00E-18 
FANCF Fanconi anemia, complementation group F -2,19 3,50E-20 -1,61 2,00E-03 
FKBP10 FK506 binding protein 10, 65 kDa -2,38 6,90E-22 -2,46 1,90E-10 
FOXJ1 forkhead box J1 -3,54 7,30E-12 -2,61 1,10E-03 
FOXQ1 forkhead box Q1 -2,09 1,50E-09 -1,57 3,30E-03 
FUOM fucose mutarotase -2,51 2,10E-23 -4,03 8,50E-19 
GAMT guanidinoacetate N-methyltransferase -3,81 1,00E-69 -7,39 1,90E-06 
GAS2L3 growth arrest-specific 2 like 3 -2,42 4,10E-09 -2,27 2,80E-08 
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GCA grancalcin, EF-hand calcium binding protein -2,57 9,30E-25 -2,09 5,80E-07 
GCAT glycine C-acetyltransferase -2,99 3,60E-32 -2,84 3,40E-10 
GFM1 G elongation factor, mitochondrial 1 -2,02 1,10E-22 -2,47 1,30E-10 
GLUD1 glutamate dehydrogenase 1 -2,07 9,80E-06 -2,07 3,30E-07 
GNA13 guanine nucleotide binding protein (G protein), alpha 13 -2,06 1,60E-22 -2,75 1,10E-06 
GNE glucosamine (UDP-N-acetyl)-2-epimerase/N-acetylmannosamine kinase -2,88 1,80E-33 -1,98 6,40E-04 
GPD1 glycerol-3-phosphate dehydrogenase 1 (soluble) -5,37 5,90E-46 -1,69 2,10E-03 
GSTM4 glutathione S-transferase mu 4 -3,04 3,40E-46 -1,97 7,80E-05 
HAL histidine ammonia-lyase -2,99 7,90E-03 -5,00 1,30E-02 
HAUS1 HAUS augmin-like complex, subunit 1 -2,32 1,90E-16 -3,11 1,40E-14 
HEPACAM2 HEPACAM family member 2 -3,76 1,90E-05 -24,42 2,60E-12 
HNF1B HNF1 homeobox B -2,20 1,90E-25 -1,68 4,80E-04 
HSD17B8 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 8 -2,11 2,60E-16 -1,75 9,00E-04 
ICAM3 intercellular adhesion molecule 3 -2,22 6,20E-14 -3,25 1,20E-08 
ICOSLG inducible T-cell co-stimulator ligand -2,79 1,10E-33 -2,99 8,10E-12 
IDNK idnK, gluconokinase homolog (E. coli) -4,90 9,30E-18 -2,38 1,20E-06 
IHH indian hedgehog -2,18 6,00E-22 -2,87 1,60E-08 
IL1RN interleukin 1 receptor antagonist -15,05 1,10E-02 -1,60 2,90E-03 
IQCK IQ motif containing K -2,08 3,10E-04 -3,72 1,30E-14 
IRAK1 interleukin-1 receptor-associated kinase 1 -3,39 2,00E-64 -3,34 1,10E-18 
ISOC1 isochorismatase domain containing 1 -2,29 2,60E-29 -3,64 7,00E-20 
JPH1 junctophilin 1 -3,44 4,00E-06 -6,10 2,30E-26 
KAZN kazrin, periplakin interacting protein -2,73 7,80E-17 -1,99 1,50E-03 
KIAA1958 KIAA1958 -2,36 1,20E-12 -2,33 6,90E-09 
KIF7 kinesin family member 7 -2,19 1,90E-11 -1,61 4,30E-03 
KLF2 Kruppel-like factor 2 -2,18 4,50E-02 -5,01 1,70E-04 
KLK1 kallikrein 1 -2,27 4,30E-02 -2,24 7,10E-05 
KPNA3 karyopherin alpha 3 (importin alpha 4) -2,19 6,70E-28 -3,48 1,90E-19 
LDLRAD3 low density lipoprotein receptor class A domain containing 3 -2,34 2,90E-28 -4,64 1,90E-04 
LGALS2 lectin, galactoside-binding, soluble, 2 -4,19 1,00E-11 -19,45 2,80E-45 
LRP8 low density lipoprotein receptor-related protein 8, apolipoprotein e receptor -2,05 2,30E-16 -3,12 3,10E-07 
LYSMD2 LysM, putative peptidoglycan-binding, domain containing 2 -2,80 3,70E-09 -1,92 1,70E-05 
MANEA mannosidase, endo-alpha -2,44 4,10E-27 -2,94 6,70E-07 
MARC1 mitochondrial amidoxime reducing component 1 -1,99 5,40E-21 -2,39 2,30E-07 
MB21D2 Mab-21 domain containing 2 -2,30 2,10E-27 -2,59 3,20E-02 
MBNL3 muscleblind-like splicing regulator 3 -2,25 6,50E-18 -5,96 7,70E-36 
MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 -2,10 1,60E-25 -3,88 7,00E-09 
METTL7B methyltransferase like 7B -2,38 7,10E-30 -1,72 4,00E-04 
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MGAT2 mannosyl (alpha-1,6-)-glycoprotein beta-1,2-N-acetylglucosaminyltransferase -2,18 6,00E-26 -2,19 6,80E-08 
MPP1 membrane protein, palmitoylated 1, 55kDa -2,10 9,00E-20 -6,08 2,30E-06 
MTHFS 5,10-methenyltetrahydrofolate synthetase (5-formyltetrahydrofolate cyclo-ligase) -2,92 1,50E-31 -2,00 1,70E-05 
MUC3A mucin 3A, cell surface associated -2,00 7,70E-11 -3,30 1,90E-13 
MYLK myosin light chain kinase -4,66 1,10E-86 -4,23 6,00E-18 
NAA50 N(alpha)-acetyltransferase 50, NatE catalytic subunit -4,81 3,6E-105 -6,63 1,90E-42 
NAAA N-acylethanolamine acid amidase -2,29 2,80E-20 -3,42 3,20E-16 
NADK2 NAD kinase 2, mitochondrial -2,31 6,50E-31 -1,56 5,30E-03 
NAGS N-acetylglutamate synthase -2,37 1,10E-02 -1,69 5,90E-03 
NCOR1 nuclear receptor corepressor 1 -4,23 1,60E-49 -7,20 3,50E-14 
NDUFB5 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 beta subcomplex, 5, 16kDa -2,29 9,50E-23 -2,10 3,50E-07 
NOTCH1 notch 1 -2,78 5,50E-24 -1,65 3,10E-03 
NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) -2,42 2,10E-36 -3,31 1,90E-18 
NPNT nephronectin -3,54 3,20E-65 -3,38 4,00E-18 
NRBF2 nuclear receptor binding factor 2 -2,24 6,20E-27 -2,50 1,30E-09 
NSF N-ethylmaleimide-sensitive factor -3,15 1,30E-49 -2,26 1,30E-08 
NSMCE4A non-SMC element 4 homolog A (S. cerevisiae) -2,67 6,50E-36 -2,06 9,10E-07 
NT5C2 5'-nucleotidase, cytosolic II -2,26 1,20E-28 -1,71 7,50E-04 
NT5DC1 5'-nucleotidase domain containing 1 -2,76 3,60E-41 -3,59 3,60E-19 
OBSCN obscurin, cytoskeletal calmodulin and titin-interacting RhoGEF -3,12 7,50E-30 -2,48 1,20E-09 
OGDHL oxoglutarate dehydrogenase-like -3,25 3,90E-45 -2,65 2,40E-02 
PAOX polyamine oxidase (exo-N4-amino) -3,03 1,50E-09 -1,61 2,10E-02 
PC pyruvate carboxylase -2,49 5,20E-26 -1,88 3,00E-05 
PDSS1 prenyl (decaprenyl) diphosphate synthase, subunit 1 -2,00 2,50E-17 -2,15 4,20E-07 
PDSS2 prenyl (decaprenyl) diphosphate synthase, subunit 2 -2,01 7,20E-18 -2,15 3,90E-07 
PDZD3 PDZ domain containing 3 -2,62 3,80E-09 -3,17 6,20E-07 
PFKL phosphofructokinase, liver -2,08 3,60E-24 -1,64 1,10E-03 
PHEX phosphate regulating endopeptidase homolog, X-linked -3,44 6,60E-05 -2,26 9,40E-03 
PHF19 PHD finger protein 19 -2,14 1,10E-24 -2,61 1,10E-11 
PHGR1 proline/histidine/glycine-rich 1 -3,14 6,10E-14 -2,42 1,20E-06 
PI4K2B phosphatidylinositol 4-kinase type 2 beta -5,45 3,70E-93 -4,90 5,90E-29 
PIGA phosphatidylinositol glycan anchor biosynthesis, class A -2,28 2,20E-22 -2,14 1,50E-06 
PJA1 praja ring finger 1, E3 ubiquitin protein ligase -2,31 2,30E-22 -1,85 4,50E-05 
PLEKHA3 pleckstrin homology domain containing, family A (phosphoinositide binding specific) member 3 -2,04 2,50E-16 -2,48 4,90E-06 
PLTP phospholipid transfer protein -2,00 2,20E-19 -2,44 8,10E-09 
PPARGC1B peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator 1 beta -2,72 3,90E-21 -1,85 2,10E-03 
PPTC7 PTC7 protein phosphatase homolog (S. cerevisiae) -2,69 5,30E-38 -2,63 6,40E-08 
PREPL prolyl endopeptidase-like -2,43 5,10E-33 -2,64 4,50E-06 
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PRPF18 pre-mRNA processing factor 18 -2,05 1,80E-17 -2,74 1,60E-11 
PSMD5 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, non-ATPase, 5 -2,18 3,70E-26 -2,71 1,50E-12 
PSTPIP2 proline-serine-threonine phosphatase interacting protein 2 -2,56 1,60E-13 -8,92 1,00E-23 
PTGDR2 prostaglandin D2 receptor 2 -4,22 9,60E-04 -3,82 1,40E-02 
PYROXD1 pyridine nucleotide-disulphide oxidoreductase domain 1 -2,08 3,90E-15 -3,21 3,10E-02 
RAB26 RAB26, member RAS oncogene family -6,52 3,70E-06 -2,60 1,20E-04 
RASL11A RAS-like, family 11, member A -2,72 1,60E-35 -10,25 2,40E-09 
RB1 retinoblastoma 1 -3,06 1,20E-50 -4,20 1,90E-25 
RCC2 regulator of chromosome condensation 2 -2,44 1,40E-35 -3,37 6,10E-19 
REEP3 receptor accessory protein 3 -2,71 1,20E-43 -2,55 3,50E-11 
REEP6 receptor accessory protein 6 -5,42 2,1E-109 -1,76 1,40E-02 
RFC5 replication factor C (activator 1) 5, 36.5kDa -2,41 6,20E-31 -2,99 4,20E-09 
RFX2 regulatory factor X, 2 (influences HLA class II expression) -2,24 4,40E-04 -1,95 1,40E-04 
RNF26 ring finger protein 26 -1,96 8,50E-21 -2,31 1,50E-05 
RPS27L ribosomal protein S27-like -2,06 3,20E-20 -1,88 2,10E-05 
SACM1L SAC1 suppressor of actin mutations 1-like (yeast) -2,07 2,20E-22 -2,76 9,20E-13 
SDC1 syndecan 1 -2,74 3,40E-45 -2,57 3,30E-05 
SERINC5 serine incorporator 5 -2,53 8,10E-09 -1,62 1,80E-03 
SERPINA6 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6 -2,93 1,00E-03 -37,66 3,30E-13 
SFR1 SWI5-dependent recombination repair 1 -2,60 3,80E-19 -2,26 8,90E-07 
SHPRH SNF2 histone linker PHD RING helicase, E3 ubiquitin protein ligase -2,10 7,60E-22 -1,54 8,80E-03 
SIKE1 suppressor of IKBKE 1 -2,26 1,30E-25 -2,10 3,80E-07 
SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 -3,08 6,40E-56 -3,16 6,30E-17 
SLC16A1 solute carrier family 16 (monocarboxylate transporter), member 1 -2,57 2,80E-39 -3,07 3,80E-16 
SLC1A1 solute carrier family 1 (neuronal/epithelial high affinity glutamate transporter, system Xag), member 1 -3,66 3,00E-66 -1,59 2,50E-03 
SLC22A18AS solute carrier family 22 (organic cation transporter), member 18 antisense -2,18 5,60E-04 -2,41 1,60E-07 
SLC22A4 solute carrier family 22 (organic cation/zwitterion transporter), member 4 -3,82 7,00E-06 -1,98 2,50E-02 
SLC23A1 solute carrier family 23 (ascorbic acid transporter), member 1 -18,24 9,60E-93 -4,28 2,50E-13 
SLC25A1 solute carrier family 25 (mitochondrial carrier; citrate transporter), member 1 -3,72 1,30E-68 -3,80 1,10E-06 
SLC25A38 solute carrier family 25, member 38 -2,18 8,90E-22 -1,74 3,30E-04 
SLC2A9 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 9 -2,08 8,90E-15 -2,19 5,10E-04 
SLC39A1 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 1 -1,96 4,80E-21 -3,02 1,00E-15 
SLC39A8 solute carrier family 39 (zinc transporter), member 8 -2,04 2,70E-09 -2,67 7,80E-09 
SLC45A3 solute carrier family 45, member 3 -2,53 1,90E-21 -2,25 6,00E-07 
SLC5A2 solute carrier family 5 (sodium/glucose cotransporter), member 2 -2,53 4,30E-07 -7,85 1,60E-03 
SMARCAD1 SWI/SNF-related, matrix-associated actin-dependent regulator of chromatin, subfamily a, containing DEAD/H box 1 -1,98 2,50E-19 -2,02 1,20E-06 
SNRNP40 small nuclear ribonucleoprotein 40kDa (U5) -2,16 4,40E-24 -2,98 6,00E-15 
SNTA1 syntrophin, alpha 1 -2,21 1,20E-16 -4,65 3,60E-09 
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SNX17 sorting nexin 17 -2,24 9,90E-29 -2,53 4,40E-11 
SPA17 sperm autoantigenic protein 17 -2,11 7,50E-12 -2,82 2,60E-11 
SPOP speckle-type POZ protein -2,18 1,90E-26 -2,66 5,90E-07 
SRPK1 SRSF protein kinase 1 -2,03 2,80E-23 -2,16 5,70E-08 
STARD7 StAR-related lipid transfer (START) domain containing 7 -2,07 1,60E-24 -2,65 2,40E-12 
SUCLG2 succinate-CoA ligase, GDP-forming, beta subunit -2,11 6,10E-25 -2,40 6,60E-10 
TAF4B TAF4b RNA polymerase II, TATA box binding protein (TBP)-associated factor, 105kDa -2,09 4,90E-11 -3,09 1,30E-02 
TERT telomerase reverse transcriptase -3,14 2,50E-04 -2,94 2,90E-02 
TFF2 trefoil factor 2 -2,87 1,50E-06 -7,68 2,50E-20 
TGFBR1 transforming growth factor, beta receptor 1 -2,84 1,10E-44 -4,36 2,70E-23 
THNSL1 threonine synthase-like 1 (S. cerevisiae) -2,38 1,10E-24 -2,38 1,70E-08 
TIMM23 translocase of inner mitochondrial membrane 23 homolog (yeast) -2,55 1,80E-36 -3,67 4,80E-20 
TMEM129 transmembrane protein 129 -2,09 4,60E-21 -1,51 8,50E-03 
TMEM209 transmembrane protein 209 -2,96 1,90E-44 -2,80 6,30E-13 
TMEM230 transmembrane protein 230 -2,23 3,10E-28 -2,31 2,80E-09 
TMEM64 transmembrane protein 64 -3,46 7,60E-29 -3,92 1,00E-20 
TMEM97 transmembrane protein 97 -2,28 2,20E-19 -2,56 3,10E-06 
TNFAIP8L1 tumor necrosis factor, alpha-induced protein 8-like 1 -2,08 1,90E-07 -1,88 8,00E-05 
TP73 tumor protein p73 -4,03 2,30E-24 -4,65 5,20E-08 
TPM3 tropomyosin 3 -2,25 7,30E-26 -5,43 8,60E-35 
TTBK1 tau tubulin kinase 1 -9,95 2,10E-04 -1,95 7,20E-04 
TXNRD1 thioredoxin reductase 1 -3,11 1,60E-36 -2,67 1,10E-02 
UBE2B ubiquitin-conjugating enzyme E2B -2,03 4,60E-21 -1,90 1,30E-05 
UHMK1 U2AF homology motif (UHM) kinase 1 -2,07 2,00E-18 -2,07 3,20E-07 
  
 
353 
Tableau 18 : Gènes identifiés dans l'analyse RNAseq effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 étant associés au SASP. 
  Caco-2/15 HT-29 
Symbole Nom du gène shNCOR1_655 shNCOR1_655 
Ratio P-value Ratio P-value 
CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) 3,42 6,70E-11 7,30 2,40E-43 
CXCL1 (GRO-a) chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) 2,58 1,00E-04 8,17 3,90E-14 
CXCL2 (GRO-b) chemokine (C-X-C motif) ligand 2 2,39 8,10E-08 2,77 2,70E-02 
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 4,12 3,10E-05 3,88 7,20E-05 
CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 26,34 7,40E-04 15,10 6,50E-02 
EREG epiregulin 3,96 3,00E-51 2,33 9,70E-02 
FASLG Fas ligand (TNF superfamily, member 6) 36,28 2,80E-02 1,01 1,00E+00 
FN1 fibronectin 1 2,42 7,80E-13 1,42 8,20E-01 
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 2,30 2,10E-16 3,30 2,60E-10 
ICAM3 intercellular adhesion molecule 3 -2,22 6,20E-14 -3,25 1,20E-08 
IGFL2 IGF-like family member 2 4,94 4,00E-19 4,55 2,00E-07 
IL15 interleukin 15 5,48 7,80E-10 2,07 1,40E-06 
ITPKA inositol-trisphosphate 3-kinase A -3,24 1,90E-20 -4,13 3,30E-01 
MMP13 matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3) 14,07 9,60E-04 5,69 7,80E-05 
MMP14 matrix metallopeptidase 14 (membrane-inserted) 2,86 1,00E-26 2,00 2,80E-02 
TIMP1 TIMP metallopeptidase inhibitor 1 2,19 3,90E-02 1,86 5,00E-06 
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Tableau 19 : Gènes identifiés dans l'analyse RNAseq effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 étant associé à la sénescence cellulaire selon le logiciel IPA. 
  Caco-2/15 HT-29 
Symbole Nom du gène shNCOR1_655 shNCOR1_655 
Ratio P-value Ratio P-value 
BHLHE40 basic helix-loop-helix family, member e40 2,96 1,10E-46 4,21 6,70E-10 
BMP7 bone morphogenetic protein 7 -2,12 1,20E-24 -1,13 1,00E+00 
BTG3 BTG family, member 3 2,10 4,20E-23 1,12 5,20E-01 
CDK6 cyclin-dependent kinase 6 2,56 2,90E-40 4,18 9,10E-23 
CDKN1A cyclin-dependent kinase inhibitor 1A (p21, Cip1) 3,39 2,90E-41 1,49 5,60E-01 
CDKN1C cyclin-dependent kinase inhibitor 1C (p57, Kip2) -9,36 2,20E-11 -1,30 6,00E-01 
CDKN2B cyclin-dependent kinase inhibitor 2B (p15, inhibits CDK4) 2,03 6,00E-04 3,14 1,80E-02 
CDKN2D cyclin-dependent kinase inhibitor 2D (p19, inhibits CDK4) 2,52 7,80E-04 1,40 2,90E-02 
EREG epiregulin 3,96 3,00E-51 2,33 9,70E-02 
IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 3,76 5,50E-04 2,50 1,10E-02 
JUNB jun B proto-oncogene 2,21 1,20E-20 1,26 5,10E-01 
NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) -2,42 2,10E-36 -3,31 1,90E-18 
RB1 retinoblastoma 1 -3,06 1,20E-50 -4,20 1,90E-25 
SKP1 S-phase kinase-associated protein 1 -3,08 6,40E-56 -3,16 6,30E-17 
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 2,39 5,80E-06 20,56 1,30E-10 
TERT telomerase reverse transcriptase -3,14 2,50E-04 -2,94 2,90E-02 
TGFBR1 transforming growth factor, beta receptor 1 -2,84 1,10E-44 -4,36 2,70E-23 
TM4SF1 transmembrane 4 L six family member 1 2,65 2,30E-06 2,15 8,00E-09 
TP73 tumor protein p73 -4,03 2,30E-24 -4,65 5,20E-08 
VCAN versican 9,75 3,70E-15 2,94 3,60E-02 
  
 
355 
Tableau 20 : Protéines identifiées dans l'analyse de spectrométrie de masse (SILAC) effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 (7 jours) étant modulées d'au moins 1,2 fois et ayant un p-value < 0.05. 
  Caco-2/15 HT-29 
Symbole Nom du gène shNCOR1_655 shNCOR1_655 
Ratio Ratio 
ABCE1 ATP-binding cassette, sub-family E (OABP), member 1 -1,41   
AGRN agrin -1,75  AHNAK AHNAK nucleoprotein -2,98 -3,19 
AHSA1 AHA1, activator of heat shock 90kDa protein ATPase homolog 1 (yeast) -1,28  ANXA2 annexin A2 -1,46   
ANXA3 annexin A3  1,22 APEX1 APEX nuclease (multifunctional DNA repair enzyme) 1 -1,29   
CAD carbamoyl-phosphate synthetase 2, aspartate transcarbamylase, and dihydroorotase -1,57  CAPN2 calpain 2, (m/II) large subunit -1,51   
CD2AP CD2-associated protein -1,35  CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) -2,50   
CTNNA1 catenin (cadherin-associated protein), alpha 1, 102kDa -1,76 -1,91 
CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa -1,61   
CTTN cortactin -1,45 -1,32 
DDX17 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 17 -1,21   
DDX21 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 21 -1,80 -2,31 
DDX39B DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 39B -1,25   
DLAT dihydrolipoamide S-acetyltransferase -1,95  DSP desmoplakin -1,78 -1,53 
EEF1A1 eukaryotic translation elongation factor 1 alpha 1 -1,37  EEF2 eukaryotic translation elongation factor 2 -1,56   
EHD4 EH-domain containing 4 -1,71 -2,04 
EIF2AK2 eukaryotic translation initiation factor 2-alpha kinase 2   -1,45 
EIF2S1 eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 1 alpha, 35kDa -1,36 -1,40 
EIF2S3 eukaryotic translation initiation factor 2, subunit 3 gamma, 52kDa -1,31   
EIF3A eukaryotic translation initiation factor 3, subunit A  -1,31 EIF4A1 eukaryotic translation initiation factor 4A1   -1,50 
EIF4G1 eukaryotic translation initiation factor 4 gamma, 1  -1,28 ENO1 enolase 1, (alpha) -1,24   
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EPRS glutamyl-prolyl-tRNA synthetase  -1,23 ETF1 eukaryotic translation termination factor 1 -1,34   
FARSB phenylalanyl-tRNA synthetase, beta subunit -1,38  FBL fibrillarin -1,45   
FDPS farnesyl diphosphate synthase  -1,40 FKBP4 FK506 binding protein 4, 59kDa -1,48 -1,61 
FLNB filamin B, beta -1,27  FUBP1 far upstream element (FUSE) binding protein 1 -1,38 -1,37 
G3BP1 GTPase activating protein (SH3 domain) binding protein 1  -1,56 GAPDH glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase   -1,32 
GART phosphoribosylglycinamide formyltransferase, phosphoribosylglycinamide synthetase, phosphoribosylaminoimidazole synthetase -1,25  
GDI2 GDP dissociation inhibitor 2 -1,43   
GLB1 galactosidase, beta 1 1,50  GPI glucose-6-phosphate isomerase -1,38   
H3F3A/H3F3B H3 histone, family 3A -1,56  HIST1H1C histone cluster 1, H1c -1,69   
HIST1H4A (includes 
others) histone cluster 1, H4a -1,42 -1,49 
HMGB1 high mobility group box 1  -1,28   
HNRNPA1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A1 -1,24  HNRNPA2B1 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A2/B1 -1,28 -1,23 
HNRNPC heterogeneous nuclear ribonucleoprotein C (C1/C2) -1,47 -1,46 
HNRNPK heterogeneous nuclear ribonucleoprotein K   -1,30 
HNRNPU heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A) -1,31  HSP90AA1 heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class A member 1 -1,24   
HSP90AB1 heat shock protein 90kDa alpha (cytosolic), class B member 1 -1,26  HSPA9 heat shock 70kDa protein 9 (mortalin) -1,41 -1,49 
HSPE1 heat shock 10kDa protein 1  -1,44 HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2 -2,02   
IDE insulin-degrading enzyme  -2,15 IDH1 isocitrate dehydrogenase 1 (NADP+), soluble   -1,87 
IGF2BP3 insulin-like growth factor 2 mRNA binding protein 3  1,45 ILF2 interleukin enhancer binding factor 2 -1,24 -1,17 
ILF3 interleukin enhancer binding factor 3, 90kDa -1,27  IMMT inner membrane protein, mitochondrial -1,23   
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IMPDH2 IMP (inosine 5'-monophosphate) dehydrogenase 2 -1,66 -1,75 
IPO5 importin 5 -2,28 -2,80 
JUP junction plakoglobin -1,71 -2,40 
KARS lysyl-tRNA synthetase -1,22   
KPNA1 karyopherin alpha 1 (importin alpha 5) -1,31  KTN1 kinectin 1 (kinesin receptor) -1,34 -1,14 
LDHA lactate dehydrogenase A  -1,34 LIMA1 LIM domain and actin binding 1 -2,27 -2,19 
LMNB1 lamin B1 -1,47  LRPPRC leucine-rich pentatricopeptide repeat containing -1,39   
MCM3 minichromosome maintenance complex component 3 -2,12 -2,41 
MCM6 minichromosome maintenance complex component 6   -2,58 
MCM7 minichromosome maintenance complex component 7  -2,23 MDH1 malate dehydrogenase 1, NAD (soluble)   -1,52 
MKI67 marker of proliferation Ki-67  -1,37 MSH6 mutS homolog 6   -1,84 
NACA nascent polypeptide-associated complex alpha subunit  -1,48 NCL nucleolin -1,49 -1,41 
NOLC1 nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1   -1,84 NOP58 NOP58 ribonucleoprotein -1,33   
NPM1 nucleophosmin (nucleolar phosphoprotein B23, numatrin) -2,63 -2,27 
OLA1 Obg-like ATPase 1   -1,60 
PABPC1 poly(A) binding protein, cytoplasmic 1 -1,43  
PAICS phosphoribosylaminoimidazole carboxylase, phosphoribosylaminoimidazole succinocarboxamide synthetase -1,69   
PARP1 poly (ADP-ribose) polymerase 1 -1,31  PCK2 phosphoenolpyruvate carboxykinase 2 (mitochondrial)   -3,00 
PDS5B PDS5, regulator of cohesion maintenance, homolog B (S. cerevisiae) -1,40  PHGDH phosphoglycerate dehydrogenase -1,70 -1,94 
PKP3 plakophilin 3 -1,82  PLXNB2 plexin B2 -1,62   
PODXL podocalyxin-like -2,33 -2,63 
PRKDC protein kinase, DNA-activated, catalytic polypeptide -1,26   
PRMT1 protein arginine methyltransferase 1  -1,55 PRPF19 pre-mRNA processing factor 19 -1,24   
PSMC5 proteasome (prosome, macropain) 26S subunit, ATPase, 5 -1,25  
  
 
358 
PTPLAD1 protein tyrosine phosphatase-like A domain containing 1 -2,24   
RAN RAN, member RAS oncogene family -1,25  RCC2 regulator of chromosome condensation 2 -3,66   
RPL10A ribosomal protein L10a -1,38 -1,52 
RPL11 ribosomal protein L11   -1,47 
RPL12 ribosomal protein L12 -1,37 -1,34 
RPL13 ribosomal protein L13 -1,42 -1,48 
RPL17 ribosomal protein L17 -1,45  RPL18 ribosomal protein L18 -1,37 -1,42 
RPL22 ribosomal protein L22 -1,23  RPL24 ribosomal protein L24 -1,32   
RPL27 ribosomal protein L27 -1,42  RPL27A ribosomal protein L27a -1,36   
RPL3 ribosomal protein L3 -1,44  RPL4 ribosomal protein L4 -1,40   
RPL5 ribosomal protein L5 -1,41  RPL7 ribosomal protein L7 -1,40 -1,45 
RPL9 ribosomal protein L9  -1,41 RPLP0 ribosomal protein, large, P0 -1,34   
RPS10 ribosomal protein S10 -1,27  RPS12 ribosomal protein S12 -1,22   
RPS15A ribosomal protein S15a  -1,29 RPS18 ribosomal protein S18 -1,25 -1,27 
RPS19 ribosomal protein S19  -1,27 RPS3 ribosomal protein S3 -1,18 -1,30 
RPS3A ribosomal protein S3a  -1,24 RPS6 ribosomal protein S6 -1,29   
RUVBL1 RuvB-like AAA ATPase 1 -1,46 -1,54 
RUVBL2 RuvB-like AAA ATPase 2   -1,56 
SAFB scaffold attachment factor B -1,31  SARS seryl-tRNA synthetase -1,42 -1,47 
SEC16A SEC16 homolog A (S. cerevisiae) -1,33  SERPINB1 serpin peptidase inhibitor, clade B (ovalbumin), member 1 -1,22   
SET SET nuclear proto-oncogene  -1,20 SFPQ splicing factor proline/glutamine-rich -1,30   
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SLC1A5 solute carrier family 1 (neutral amino acid transporter), member 5 -1,67  SLK STE20-like kinase -1,36   
SMC1A structural maintenance of chromosomes 1A -1,44 -1,39 
SND1 staphylococcal nuclease and tudor domain containing 1 -1,29   
SNRNP70 small nuclear ribonucleoprotein 70kDa (U1) -1,39  SSRP1 structure specific recognition protein 1 -1,35   
STAT1 signal transducer and activator of transcription 1, 91kDa -1,54 -1,95 
STIP1 stress-induced phosphoprotein 1   -1,22 
SYNCRIP synaptotagmin binding, cytoplasmic RNA interacting protein -1,46 -1,59 
THRAP3 thyroid hormone receptor associated protein 3 -1,34   
TJP1 tight junction protein 1  -1,85 TMPO thymopoietin -1,63 -1,76 
TNPO1 transportin 1 -1,26  TOP1 topoisomerase (DNA) I -1,68   
TPI1 triosephosphate isomerase 1 -1,23 -1,17 
U2AF2 U2 small nuclear RNA auxiliary factor 2 -1,20   
VCP valosin containing protein -1,35  XPO1 exportin 1 -1,45   
YARS tyrosyl-tRNA synthetase   -1,34 
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Tableau 21 : Liste des protéines identifiées par l’expérience de spectrométrie de masse SILAC en immunoprécipitant la protéine NCOR1 avec ou sans stimulation inflammatoire à l’IL-1β. Les protéines présentées dans ce tableau sont celles dont au moins 2 peptides ont été identifiés, ayant une intensité minimale de 106 et un ratio d’au moins 1.4 dans les conditions M/L ou LO/M. 
Nom de la protéine Symbole du gène 
Numéro 
Uniprot 
Nombre 
de 
Peptides 
Séquence 
couverte 
(%) 
Ratio 
M/L 
Ratio  
LO/L 
Ratio  
LO/M 
Intensité 
L 
Intensité 
M 
Intensité 
LO 
Chromodomain-helicase-DNA-binding 
protein 8 CHD8 Q9HCK8 98 44,8 12,66 11,87 0,97 4,34E+08 1,43E+09 1,41E+09 
Nuclear receptor corepressor 1 NCOR1 O75376 81 39,5 8,49 8,32 1,00 8,65E+07 4,75E+08 4,69E+08 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
U;p120 HNRNPU Q00839 35 40,5 1,04 1,62 1,35 7,45E+07 1,81E+08 8,49E+07 
Homeobox-containing protein 1 HMBOX1 Q6NT76 10 28,4 13,16 19,79 1,54 4,04E+07 9,68E+07 6,46E+07 
Heterogeneous nuclear 
ribonucleoproteins C1/C2 HNRNPC P07910 28 77,5 2,49 3,33 1,19 1,48E+08 8,72E+07 8,56E+07 
F-box-like/WD repeat-containing protein 
TBL1XR1 TBLR1 Q9BZK7 15 42,6 5,13 8,07 1,21 5,75E+06 8,31E+07 4,81E+07 
Cellular myosin heavy chain, type A MYH9 P35579 89 46,8 0,89 1,40 1,37 8,41E+07 7,84E+07 8,24E+07 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
M HNRNPM P52272 46 70,1 1,17 1,58 1,23 6,83E+07 7,14E+07 9,96E+07 
180 kDa ribosome receptor homolog RRBP1 Q9P2E9 53 56,8 1,37 1,50 0,96 5,39E+07 5,66E+07 4,24E+07 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
A3 HNRNPA3 P51991 12 31,2 1,05 1,44 1,36 7,54E+07 3,80E+07 3,58E+07 
40S ribosomal protein S3 RPS3 P23396 17 77 1,09 1,49 1,30 2,25E+07 3,45E+07 3,49E+07 
Autoantigen p542 HNRPCL2 Q9UKM9 14 56 2,24 2,83 1,07 1,28E+07 2,95E+07 2,55E+07 
60S ribosomal protein L1 RPL1 P36578 15 37 1,28 1,85 1,58 1,95E+07 2,73E+07 4,13E+07 
Deafness dystonia protein 1 DDP1 O60220 3 52,6 10,35 8,54 0,81 3,10E+06 2,37E+07 1,01E+07 
Mitochondrial import inner membrane 
translocase subunit Tim13 TIM13B Q9Y5L4 6 73,7 13,18 11,26 0,92 1,51E+06 2,32E+07 2,72E+07 
Polymerase I and transcript release factor PTRF Q6NZI2 3 11,5 5,67 5,70 1,14 5,66E+06 2,24E+07 2,53E+07 
ATP-dependent RNA helicase A DDX9 Q08211 43 40,9 1,10 1,63 1,26 1,75E+07 2,22E+07 2,36E+07 
60S ribosomal protein L3 RPL3 P39023 17 41,2 1,16 1,71 1,24 1,45E+07 2,08E+07 2,07E+07 
Insulin-like growth factor 2 mRNA-
binding protein 1 IGF2BP1 Q9NZI8 25 47 1,16 1,65 1,27 1,50E+07 2,02E+07 2,31E+07 
Heat shock 70 kDa protein 1/2 HSPA1 P08107 22 41,2 1,41 1,51 1,09 1,35E+07 2,00E+07 1,44E+07 
60S ribosomal protein L9 RPL9 P32969 10 45,8 0,82 1,41 1,37 1,14E+07 1,66E+07 1,37E+07 
220 kDa U5 snRNP-specific protein;p220 PRPC8 Q6P2Q9 49 23,1 1,24 1,82 1,39 1,49E+07 1,66E+07 1,41E+07 
DEAD box polypeptide 17 isoform p82 
variant DDX17 Q59F66 26 36 1,24 1,60 1,21 1,48E+07 1,64E+07 1,71E+07 
Pancreatic differentiation protein 2 PAF1 Q8N7H5 16 39 3,01 5,03 1,64 6,24E+06 1,48E+07 1,06E+07 
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Long-chain acyl-CoA synthetase 3 ACS3 O95573 13 21,4 1,20 1,55 1,20 4,88E+06 1,43E+07 5,50E+06 
Interleukin enhancer-binding factor 2 ILF2 Q12905 13 50,3 1,67 1,57 0,85 7,14E+06 1,32E+07 9,48E+06 
Alpha-coat protein COPA P53621 22 19,9 1,16 1,97 1,61 1,59E+07 1,30E+07 8,51E+06 
60S ribosomal protein L35a RPL35A P18077 9 58,2 1,06 1,52 1,49 9,94E+06 1,27E+07 1,08E+07 
60S ribosomal protein L17 RPL17 P18621 6 35,3 1,08 1,50 0,97 9,20E+06 1,25E+07 1,47E+07 
40S ribosomal protein S2 RPS2 P15880 16 54,3 1,14 1,41 1,15 1,44E+07 1,20E+07 8,67E+06 
116 kDa U5 small nuclear 
ribonucleoprotein component EFTUD2 Q15029 18 23,4 0,95 1,55 1,29 2,37E+07 1,19E+07 4,48E+06 
60S ribosomal protein L13 RPL13 P26373 9 40,8 1,32 1,50 0,92 7,82E+06 1,17E+07 1,28E+07 
Fibronectin FN P02751 20 8,8 1,43 1,03 0,64 2,49E+06 1,11E+07 3,50E+06 
40S ribosomal protein S3a RPS3A P61247 15 54,9 1,28 1,55 1,15 9,28E+06 1,10E+07 1,32E+07 
Glucose transporter type 3, brain GLUT3 P11169 6 12,9 0,98 1,57 1,51 9,35E+06 1,08E+07 1,43E+07 
pre-mRNA-splicing factorATP-dependent 
RNA helicase DHX15 DHX15 O43143 24 29,7 1,10 1,59 1,34 5,83E+06 1,08E+07 9,89E+06 
Activating signal cointegrator 1 complex 
subunit 3-like 1 ASCC3L1 O75643 36 18,8 0,91 1,62 1,53 1,07E+07 1,05E+07 1,37E+07 
DNA topoisomerase 1 TOP1 P11387 34 39,1 0,88 1,42 1,37 7,52E+06 1,04E+07 1,17E+07 
Clathrin heavy chain 1 CLH17 Q00610 32 24,4 0,93 1,70 1,65 1,68E+07 1,00E+07 7,95E+06 
ATP-dependent RNA helicase DDX18 DDX18 Q9NVP1 22 41,5 0,94 1,62 1,58 7,22E+06 9,89E+06 1,54E+07 
60S ribosomal protein L8 RPL8 P62917 8 25,3 1,23 1,61 1,18 5,40E+06 9,82E+06 1,34E+07 
68 kDa TATA-binding protein-associated 
factor TAF15 Q92804 11 24 2,25 2,92 1,07 3,44E+06 9,79E+06 1,08E+07 
DNA topoisomerase 2-alpha TOP2 P11388 28 17,6 1,08 1,69 1,44 8,11E+06 9,72E+06 9,61E+06 
Outer mitochondrial membrane protein 
porin 2 VDAC2 P45880 10 43,9 1,04 1,46 1,24 2,33E+07 9,61E+06 1,09E+07 
Nucleolar protein 56 NOL5A O00567 20 39,1 1,00 1,46 1,25 9,06E+06 9,57E+06 1,06E+07 
Nucleolar protein 1 NOL1 P46087 23 31,6 1,11 1,70 1,51 1,11E+07 9,56E+06 9,42E+06 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
L HNRNPL P14866 19 36 0,91 1,46 1,36 9,52E+06 9,56E+06 1,43E+07 
75 kDa DNA-pairing protein FUS P35637 7 13,6 1,56 1,89 1,02 5,69E+06 9,23E+06 7,68E+06 
RNA polymerase-associated protein CTR9 
homolog CTR9 Q6PD62 14 14,2 3,54 5,13 1,71 2,10E+06 9,11E+06 4,29E+06 
60S ribosomal protein L18a RPL18A Q02543 8 41,5 1,35 1,46 0,96 5,98E+06 9,04E+06 8,71E+06 
60S ribosomal protein L14 RPL14 P50914 5 27,3 0,98 1,80 1,40 7,09E+06 9,04E+06 1,11E+07 
Double-stranded RNA-binding protein 76 DRBF Q12906 19 27,4 1,99 1,75 0,83 4,80E+06 9,03E+06 7,70E+06 
Replicative senescence down-regulated 
leo1-like protein LEO1 Q8WVC0 18 37,2 5,37 9,56 1,68 1,14E+06 8,97E+06 5,96E+06 
60S ribosomal protein L7a RPL7A P62424 15 38 1,07 1,56 1,39 7,25E+06 8,94E+06 9,86E+06 
  
 
362 
23 kDa highly basic protein RPL13A P40429 8 30,5 1,21 1,43 1,01 6,13E+06 8,84E+06 1,02E+07 
60S ribosomal protein L18 RPL18 Q07020 5 27,7 1,21 1,70 1,20 4,87E+06 8,60E+06 5,90E+06 
NIMA-interacting protein 2 PIN2 P54274 4 13,9 18,86 30,94 1,64 6,82E+05 8,47E+06 1,67E+07 
Myosin-Id MYO1D O94832 23 23,2 1,01 1,60 1,40 6,92E+06 8,15E+06 8,12E+06 
Cellular senescence-inhibited gene 
protein CSIG O76021 21 42,9 0,98 1,70 1,56 6,87E+06 8,11E+06 9,01E+06 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
U-like protein 2 
HNRNPUL2 Q1KMD3 19 23,4 1,15 1,87 1,48 1,47E+07 7,65E+06 6,23E+06 
60S ribosomal protein L6 RPL6 B2R4K7 14 44,6 1,11 1,83 1,37 6,20E+06 7,36E+06 1,03E+07 
Pannexin-1 PANX1 Q96RD7  2,1 6,77 8,35 1,23 3,65E+05 6,94E+06 1,89E+06 
RNA polymerase II elongation factor ELL ELL P55199 13 27,1 6,79 9,49 1,29 1,03E+06 6,76E+06 6,92E+06 
40S ribosomal protein S9 RPS9 P46781 10 42,8 1,27 1,56 1,13 4,72E+06 6,45E+06 7,08E+06 
SH3KBP1-binding protein 1 SHKBP1 Q8TBC3 2 2 0,58 2,54 4,42 1,74E+05 6,40E+06 3,78E+06 
60S ribosomal protein L36 RPL36 Q9Y3U8 4 34,3 1,17 1,68 1,27 1,25E+07 6,23E+06 9,94E+06 
Tubulin beta-2B chain TUBB2B Q9BVA1 11 36,2 1,35 1,53 0,95 4,62E+06 6,21E+06 5,61E+06 
ATP-dependent RNA helicase DDX1 DDX1 Q92499 18 28,9 1,43 2,00 1,16 3,06E+06 6,19E+06 1,19E+07 
N-acylneuraminate cytidylyltransferase CMAS Q8NFW8 3 8,3 0,82 1,58 1,79 7,01E+06 5,99E+06 7,08E+06 
40S ribosomal protein S5 RPS5 P46782 5 28,4 0,75 1,28 1,48 5,10E+06 5,91E+06 5,36E+06 
Mitochondrial fission factor MFF Q9GZY8 5 22 19,02 16,85 0,93 1,14E+05 5,83E+06 4,28E+06 
RNA-binding motif protein 4 RBM4 Q9BWF3 13 40,9 1,03 1,44 1,16 1,67E+07 5,47E+06 6,40E+06 
Mitochondrial 28S ribosomal protein S27 MRPS27 B4DRT2 6 16,1 1,24 1,68 1,15 6,52E+06 5,18E+06 2,30E+06 
rRNA 2-O-methyltransferase fibrillarin FBL P22087 8 29 0,94 1,59 1,44 4,64E+06 5,07E+06 7,62E+06 
Ribosome biogenesis protein BRX1 
homolog BRIX Q8TDN6 10 19,5 1,08 1,45 1,27 2,55E+06 5,05E+06 2,64E+06 
SMARCA5 SMARCA5 O60264 25 22,8 0,90 1,50 1,45 3,02E+07 4,97E+06 4,62E+06 
Scaffold attachment factor B SAFB A0AV56 19 26,9 0,97 1,45 1,38 4,91E+06 4,90E+06 5,16E+06 
NF-kappa-B-binding protein PDCD11 Q14690 22 12,5 1,02 1,93 1,69 9,52E+06 4,63E+06 6,37E+06 
ELL-associated factor 1 EAF1 Q96JC9 5 24,9 3,24 3,27 1,24 1,95E+06 4,58E+06 2,17E+06 
Ras GTPase-activating-like protein 
IQGAP1 IQGAP1 P46940 17 11,4 1,25 1,58 1,10 4,70E+06 4,24E+06 4,52E+06 
60S ribosomal protein L34;Leukemia-
associated protein RPL34 P49207 6 36,8 1,04 1,69 1,44 3,28E+06 4,20E+06 5,32E+06 
N-acetyltransferase 10 ALP Q9H0A0 15 16,3 1,15 1,95 1,43 3,23E+06 4,06E+06 2,81E+06 
DEAD box protein 27 DDX27 Q96GQ7 16 18,7 1,14 1,68 1,23 3,19E+06 3,93E+06 3,93E+06 
Pre-mRNA-processing factor 6 PRPF6 O94906 17 17,4 1,02 1,42 1,18 4,45E+06 3,89E+06 3,35E+06 
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DEAD box protein 47 DDX47 Q9H0S4 3 7,3 1,22 1,46 1,30 2,65E+06 3,51E+06 4,89E+06 
Histone deacetylase 3 HDAC3 O15379 3 8,4 2,09 2,13 1,02 4,25E+05 3,50E+06 3,39E+06 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DHC1 Q14204 33 7,6 0,76 1,52 1,79 4,02E+06 3,42E+06 2,89E+06 
Developmentally-regulated GTP-binding 
protein 1 DRG1 Q9Y295 5 18,8 1,43 1,27 1,03 2,58E+06 3,26E+06 2,59E+06 
AU-rich element RNA-binding protein 1 AUF1 Q14103 5 13,5 1,50 1,49 0,89 1,83E+06 3,21E+06 3,11E+06 
Casein kinase II subunit alpha CK2A2 P19784 2 4,3 7,63 8,03 0,98 2,27E+05 3,05E+06 3,17E+06 
40S ribosomal protein S6 RPS6 P62753 7 29,7 1,18 1,48 1,14 2,30E+06 3,04E+06 3,15E+06 
8 kDa dynein light chain DLC1 P63167  24,7 1,51 2,41 1,14 1,33E+06 2,82E+06  
Nebulin NEB A8MTT4 2 0,3 7,83 14,76 1,88 3,24E+05 2,72E+06  
Importin subunit alpha-2 KPNA2 P52292 2 5,7 1,35 2,06 1,30 2,35E+06 2,62E+06 3,11E+06 
AU-rich element RNA-binding factor HNRPDL O14979 6 16 1,06 1,49 1,18 1,99E+06 2,55E+06 3,56E+06 
UPF0568 protein C14orf166 C14orf166 Q9Y224 6 21,7 1,46 1,76 1,13 1,46E+06 2,53E+06 3,07E+06 
DNA polymerase-transactivated protein 6 DNAPTP6 Q9NUQ6 10 23,5 1,29 2,08 1,23 1,92E+06 2,52E+06 1,39E+06 
Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
R HNRNPR O43390 10 14,3 1,03 1,64 1,17 2,98E+06 2,50E+06 2,66E+06 
28S ribosomal protein S22, mitochondrial MRPS22 P82650 4 11,1 1,27 1,71 1,29 1,96E+06 2,47E+06 3,09E+06 
PH and FYVE domain-containing protein 2 PLEKHF2 Q9H8W4 2 7,2 18,57 15,18 0,91 1,59E+05 2,24E+06  
ATP-dependent RNA helicase ROK1-like DDX52 Q9Y2R4 4 8,8 0,85 1,62 1,44 2,17E+06 2,23E+06 1,88E+06 
Nuclear receptor co-repressor isoform 1 NCOR1 Q9UPY2 3 39,1 3,13 2,79 0,83 4,04E+05 2,19E+06 1,47E+06 
BAG family molecular chaperone 
regulator 2 BAG2 O95816 6 26,5 0,86 1,63 1,81 1,92E+06 2,05E+06 3,09E+06 
SMARCA4 (BRG1) SMARCA4 B9EGQ8 12 7,6 0,77 1,47 1,75 2,79E+06 1,94E+06 4,68E+06 
Bcl-2-associated transcription factor 1 BCLAF1 Q9NYF8-1 11 12,5 0,76 1,46 1,40 1,83E+06 1,86E+06 2,39E+06 
Adapter-related protein complex 2 beta 
subunit ADTB2 P63010-2 10 13,1 1,64 1,78 1,18 1,84E+06 1,84E+06 3,57E+06 
WD repeat protein 57 PRP8BP B4DQJ1 7 20,3 0,98 1,49 1,20 1,42E+06 1,82E+06 2,57E+06 
Pre-mRNA-splicing factor SRP55 SFRS6 Q13247-1 5 11,6 0,77 1,47 1,61 2,27E+06 1,73E+06 2,07E+06 
E2-induced gene 3 protein E2IG3 Q9BVP2-1 9 17,5 1,22 1,61 1,19 1,06E+06 1,72E+06 1,50E+06 
3-ketoacyl-CoA thiolase HADHB P55084 2 4,2 0,48 3,41 5,71 1,76E+06 1,69E+06 2,83E+07 
AP-2 complex subunit mu-1 AP2M1 B4DNB9 2 3,9 1,20 1,76 1,21 9,85E+05 1,56E+06 2,11E+06 
60S ribosomal protein L29 RPL29 A8K0H3 2 13,8 0,94 1,69 1,45 1,31E+06 1,53E+06 2,26E+06 
Ribosome biogenesis regulatory protein 
homolog RRS1 Q15050 5 13,7 1,25 1,55 0,88 9,30E+05 1,47E+06 1,05E+06 
Exosome component 10 EXOSC10 Q01780 6 5,6 1,10 1,49 1,47 1,37E+06 1,46E+06 2,09E+06 
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Protein transport protein Sec61 subunit 
alpha isoform 1 SEC61A B4DR61 4 8,3 0,96 1,44 1,30 1,45E+06 1,45E+06 2,58E+06 
Thyroid hormone receptor-associated 
protein 3 THRAP3 Q9Y2W1 10 10,1 0,93 1,56 1,46 1,10E+06 1,36E+06 1,78E+06 
Pre-mRNA-splicing factor 3 PRPF3 O43395 4 6,4 0,96 1,51 1,31 1,33E+06 1,36E+06 1,51E+06 
60S ribosomal protein L32 RPL32 C9JBL2 4 28,8 1,21 1,53 1,26 1,13E+06 1,36E+06 1,78E+06 
Pescadillo homolog PES1 O00541 7 12,4 1,24 1,76 1,35 1,01E+06 1,35E+06 1,93E+06 
Structural maintenance of chromosomes 
protein 1A SMC1A Q14683 15 14,6 0,79 1,44 1,63 1,35E+06 1,31E+06 1,83E+06 
p21-activated protein kinase-interacting 
protein 1 PAK1IP1 Q9NWT1 5 14,5 1,15 2,20 1,57 1,19E+06 1,31E+06 1,38E+06 
60S ribosomal protein L15 RPL15 P61313 6 24 1,07 2,00 1,30 1,09E+06 1,29E+06 2,17E+06 
IGF-II mRNA-binding protein 3 IGF2BP3 O00425 11 22,6 1,17 1,50 1,21 9,84E+05 1,23E+06 1,73E+06 
BMP2-induced 3-kb gene protein BIG3 P61964 4 16,5 0,86 1,57 1,69 1,36E+06 1,23E+06 1,49E+06 
DNA repair protein RAD50 RAD50 Q92878 9 6,8 1,03 1,58 1,36 1,16E+06 1,20E+06 1,19E+06 
ER lumen protein retaining receptor 2 KDELR2 P33947 2 9 0,90 1,46 1,21 1,12E+06 1,19E+06 1,79E+06 
Coatomer subunit epsilon COPE O14579 5 11,7 1,06 1,47 1,09 1,79E+06 1,18E+06 1,07E+06 
ATP synthase subunit gamma, 
mitochondrial ATP5C P36542 6 20,5 0,75 1,44 1,70 1,33E+06 1,17E+06 2,18E+06 
Integral nuclear envelope inner 
membrane protein LBR Q14739 5 9,6 0,92 1,49 1,17 7,65E+05 1,16E+06 1,35E+06 
Cadherin-associated Src substrate CTNND1 O60716 9 9,8 1,07 1,55 1,21 1,01E+06 1,13E+06 1,77E+06 
Transducin beta-like protein 3 TBL3 Q12788 4 6,1 1,74 1,58 0,96 5,51E+05 1,11E+06 1,09E+06 
Kinesin-like protein 2 KNSL2 Q9BW19 7 14 1,38 1,58 1,08 8,78E+05 1,10E+06 1,50E+06 
Serine/threonine-protein phosphatase 
PGAM5, mitochondrial PGAM5 Q96HS1 5 20,1 1,47 2,30 1,52 1,83E+06 1,10E+06 2,12E+06 
Putative RNA-binding protein Luc7-like 2 LUC7L2 Q9Y383 6 15,1 0,96 1,58 1,40 4,14E+06 1,08E+06 1,31E+06 
63 kDa membrane protein CKAP4 Q07065 8 13,8 1,23 1,44 1,23 7,38E+05 1,08E+06 1,30E+06 
205 kDa nucleoporin NUP205 Q92621 9 5 0,95 1,47 1,24 1,14E+06 1,08E+06 1,29E+06 
100 kDa coated vesicle protein A AP2A1 O95782 5 7,1 1,50 1,77 1,03 1,11E+06 1,03E+06 1,31E+06  
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Tableau 22 : Liste des protéines enrichies dans la fraction « lourde » représentant les cellules ayant été traitées pour 30 minutes à l’IL-1β avant l’immunoprécipitation de la protéine NCOR1. 
Nom de la protéine Symbole du gène 
Numéro 
Uniprot 
Nombre de 
peptides 
Séquence  
couverte (%) 
Ratio 
M/L 
Ratio 
LO/L 
Ratio 
LO/M 
3-ketoacyl-CoA thiolase HADHB P55084 2 4,2 0,48 3,41 5,71 
SH3KBP1-binding protein 1 SHKBP1 Q8TBC3 2 2 0,58 2,54 4,42 
Nebulin NEB A8MTT4 2 0,3 7,83 14,76 1,88 
BAG family molecular chaperone regulator 2 BAG2 O95816 6 26,5 0,86 1,63 1,81 
Cytoplasmic dynein 1 heavy chain 1 DHC1 Q14204 33 7,6 0,76 1,52 1,79 
N-acylneuraminate cytidylyltransferase CMAS Q8NFW8 3 8,3 0,82 1,58 1,79 
SMARCA4  SMARCA4 B9EGQ8 12 7,6 0,77 1,47 1,75 
RNA polymerase-associated protein CTR9 homolog CTR9 Q6PD62 14 14,2 3,54 5,13 1,71 
ATP synthase subunit gamma, mitochondrial ATP5C P36542 6 20,5 0,75 1,44 1,70 
NF-kappa-B-binding protein PDCD11 Q14690 22 12,5 1,02 1,93 1,69 
BMP2-induced 3-kb gene protein BIG3 P61964 4 16,5 0,86 1,57 1,69 
Replicative senescence down-regulated leo1-like protein LEO1 Q8WVC0 18 37,2 5,37 9,56 1,68 
Clathrin heavy chain 1 CLH17 Q00610 32 24,4 0,93 1,70 1,65 
NIMA-interacting protein 2 PIN2 P54274 4 13,9 18,86 30,94 1,64 
Pancreatic differentiation protein 2 PAF1 Q8N7H5 16 39 3,01 5,03 1,64 
Structural maintenance of chromosomes protein 1A SMC1A Q14683 15 14,6 0,79 1,44 1,63 
Pre-mRNA-splicing factor SRP55 SFRS6 Q13247-1 5 11,6 0,77 1,47 1,61 
Alpha-coat protein COPA P53621 22 19,9 1,16 1,97 1,61 
ATP-dependent RNA helicase DDX18 DDX18 Q9NVP1 22 41,5 0,94 1,62 1,58 
60S ribosomal protein L1 RPL1 P36578 15 37 1,28 1,85 1,58 
p21-activated protein kinase-interacting protein 1 PAK1IP1 Q9NWT1 5 14,5 1,15 2,20 1,57 
Cellular senescence-inhibited gene protein CSIG O76021 21 42,9 0,98 1,70 1,56 
Homeobox-containing protein 1 HMBOX1 Q6NT76 10 28,4 13,16 19,79 1,54 
Activating signal cointegrator 1 complex subunit 3-like 1 ASCC3L1 O75643 36 18,8 0,91 1,62 1,53 
Serine/threonine-protein phosphatase PGAM5, 
mitochondrial PGAM5 Q96HS1 5 20,1 1,47 2,30 1,52 
Nucleolar protein 1 NOL1 P46087 23 31,6 1,11 1,70 1,51 
Glucose transporter type 3, brain GLUT3 P11169 6 12,9 0,98 1,57 1,51  
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Tableau 23 : Gènes identifiés dans l'analyse RNAseq effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 et shCHD8_8 (7 jours). Les gènes mentionnés dans ce tableau sont ceux étant modulés dans 3 des 4 groupes expérimentaux. 
Symbole Nom du gène 
Caco-2/15 HT-29 
shNCOR1_655 shCHD8_8 shNCOR1_655 shCHD8_8 
Ratio P-value Ratio P-value Ratio P-value Ratio P-value 
ACADSB acyl-CoA dehydrogenase, short/branched chain -3,46 7,1E-55   -1,38 1,5E-01 -2,18 3,5E-04 
ACTA1 actin, alpha 1, skeletal muscle 3,17 1,5E-02   3,41 2,1E-01 2,26 4,9E-01 
ACTBL2 actin, beta-like 2 30,38 1,1E-10   1,96 2,9E-01 2,58 8,4E-03 
ADI1 acireductone dioxygenase 1 -2,70 7,8E-43   -4,39 1,6E-26 -2,23 7,5E-09 
ADRA2C adrenoceptor alpha 2C 3,58 7,7E-52   1,52 8,0E-01 3,50 2,3E-01 
ADRB1 adrenoceptor beta 1 2,05 1,6E-02   3,01 8,1E-03 2,73 7,2E-06 
ADRBK2 adrenergic, beta, receptor kinase 2   -2,86 6,0E-37 -2,90 2,9E-07 -2,37 5,7E-06 
AKAP7 A kinase (PRKA) anchor protein 7   -2,39 7,5E-20 -2,55 1,2E-06 -2,24 2,8E-05 
ALDH18A1 aldehyde dehydrogenase 18 family, member A1   -4,82 9,0E-153 -2,48 7,4E-11 -3,87 8,4E-24 
ALKBH8 alkB, alkylation repair homolog 8 (E. coli) -2,30 9,0E-26   -3,13 2,6E-07 -3,78 4,9E-09 
ANAPC15 anaphase promoting complex subunit 15   -2,89 2,9E-57 -2,53 1,1E-09 -3,74 1,7E-15 
ANGPTL3 angiopoietin-like 3 2,03 2,9E-02 7,40 5,5E-21 8,96 3,2E-03 17,64 7,5E-04 
ANP32B acidic (leucine-rich) nuclear phosphoprotein 32 family, member B   -2,77 1,1E-67 -1,72 2,2E-04 -2,20 1,1E-08 
APOLD1 apolipoprotein L domain containing 1 2,02 3,4E-14   1,15 5,1E-01 2,05 3,0E-06 
AQP1 aquaporin 1 (Colton blood group) -4,80 3,5E-06   -2,02 2,5E-04 -4,06 6,8E-13 
AQP3 aquaporin 3 (Gill blood group) -2,20 5,7E-09 -2,32 1,0E-14 -1,11 7,0E-01 -6,73 1,1E-39 
ARHGAP6 Rho GTPase activating protein 6 8,36 2,4E-14   13,93 1,1E-31 5,24 2,0E-09 
ARL15 ADP-ribosylation factor-like 15 -2,92 4,9E-14   -2,55 5,1E-11 -4,02 4,1E-22 
ASB2 ankyrin repeat and SOCS box containing 2 11,05 1,8E-07   2,34 4,4E-01 26,63 1,9E-18 
ASL argininosuccinate lyase -2,10 1,1E-21 -2,22 6,6E-34 -1,54 5,8E-03 -2,04 4,8E-07 
ATL1 atlastin GTPase 1 2,40 7,6E-03 2,02 2,5E-02 3,73 2,7E-08 3,26 3,1E-05 
ATP8A1 ATPase, aminophospholipid transporter (APLT), class I, type 8A, member 1 -3,65 8,9E-56   -1,75 2,7E-03 -2,92 1,6E-09 
B3GNT7 UDP-GlcNAc:betaGal beta-1,3-N-acetylglucosaminyltransferase 7 2,12 1,6E-15   2,00 3,3E-02 3,64 4,7E-07 
BAAT bile acid CoA:amino acid N-acyltransferase 11,25 3,4E-12 11,56 6,0E-20 2,13 1,6E-03 2,11 2,1E-03 
BATF basic leucine zipper transcription factor, ATF-like 6,33 5,0E-04   1,21 6,7E-01 2,08 1,4E-02 
BCKDHB branched chain keto acid dehydrogenase E1, beta polypeptide -1,98 5,1E-18   -1,58 2,8E-03 -2,18 3,4E-08 
BDKRB2 bradykinin receptor B2   4,84 9,4E-09 9,36 2,1E-05 4,36 4,8E-02 
BDNF brain-derived neurotrophic factor 23,04 9,0E-20 4,90 2,9E-03 16,82 6,2E-75 6,33 1,3E-33 
BHLHE40 basic helix-loop-helix family, member e40 2,96 1,1E-46   4,21 6,7E-10 3,64 5,5E-11 
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BIN1 bridging integrator 1   2,11 8,1E-16 1,85 8,7E-06 2,83 4,0E-15 
BIRC3 baculoviral IAP repeat containing 3 2,40 2,2E-02   3,93 5,6E-12 3,44 1,0E-04 
BMPR1B bone morphogenetic protein receptor, type IB 10,91 3,0E-09   3,76 1,7E-03 2,74 4,3E-02 
BTN3A1 butyrophilin, subfamily 3, member A1 2,55 4,5E-07   4,01 5,6E-24 3,56 5,6E-21 
BTN3A2 butyrophilin, subfamily 3, member A2 2,83 1,6E-05   3,51 6,6E-20 2,47 4,0E-11 
BTN3A3 butyrophilin, subfamily 3, member A3 2,75 1,2E-07   4,48 1,1E-25 4,50 1,1E-26 
C12orf42 chromosome 12 open reading frame 42   3,95 1,3E-02 3,04 8,4E-02 2,86 1,2E-01 
C1QTNF9B-AS1 C1QTNF9B antisense RNA 1 3,98 4,9E-06 2,74 5,7E-10 -1,52 2,0E-01 2,43 1,0E-03 
C2CD5 C2 calcium-dependent domain containing 5 -2,65 1,7E-40   -2,03 1,0E-06 -2,13 8,0E-08 
CA12 carbonic anhydrase XII -7,85 2,5E-105 -4,31 7,1E-79 -4,23 1,3E-25 -2,35 5,3E-10 
CABP1 calcium binding protein 1 2,40 6,8E-04 -3,40 3,4E-03 -1,34 4,4E-01 -2,98 2,9E-05 
CACNA1H calcium channel, voltage-dependent, T type, alpha 1H subunit   -5,27 9,2E-35 -3,93 4,0E-03 -2,07 1,2E-01 
CALB1 calbindin 1, 28kDa 3,46 8,8E-05   4,08 1,0E-01 4,85 1,5E-03 
CALD1 caldesmon 1 2,34 1,7E-05   2,87 1,5E-02 3,50 1,7E-03 
CCDC102B coiled-coil domain containing 102B   9,13 5,0E-04 12,45 4,9E-04 4,43 2,4E-01 
CCDC186 coiled-coil domain containing 186   -2,30 2,6E-37 -1,27 3,4E-01 -2,51 1,3E-04 
CCDC94 coiled-coil domain containing 94   -2,32 1,7E-29 -1,14 6,1E-01 -5,08 2,8E-25 
CCL22 chemokine (C-C motif) ligand 22 3,69 3,8E-02   2,21 6,6E-02 2,48 1,1E-03 
CD109 CD109 molecule 2,79 3,0E-12 -2,48 4,2E-05 4,17 1,5E-07 2,25 1,8E-02 
CD163L1 CD163 molecule-like 1 4,94 1,8E-03 3,56 2,9E-02 2,31 2,7E-04 2,47 5,7E-05 
CD72 CD72 molecule   4,30 2,3E-03 1,64 6,6E-01 6,87 3,9E-05 
CDH16 cadherin 16, KSP-cadherin 2,12 2,1E-03   1,48 7,8E-01 4,66 8,3E-03 
CDH8 cadherin 8, type 2 3,13 1,2E-02   1,30 6,8E-01 -2,32 2,3E-01 
CDK6 cyclin-dependent kinase 6 2,56 2,9E-40 4,27 9,2E-55 4,18 9,1E-23 2,10 3,0E-08 
CEP19 centrosomal protein 19kDa   2,82 2,8E-24 1,61 3,3E-02 3,59 6,1E-13 
CFI complement factor I   3,63 6,2E-04 130,78 1,6E-15 14,39 1,0E-04 
CHML choroideremia-like (Rab escort protein 2)   -2,37 1,5E-15 -1,41 4,4E-02 -2,22 1,8E-08 
CHPF chondroitin polymerizing factor 2,66 2,9E-23   2,43 9,0E-11 2,17 1,9E-07 
CITED1 Cbp/p300-interacting transactivator, with Glu/Asp-rich carboxy-terminal domain, 1   -2,10 4,2E-03 -2,40 1,6E-02 -2,31 2,3E-02 
CLDN2 claudin 2 -2,14 1,3E-22 -6,11 1,1E-141 -10,54 3,5E-07 -40,96 2,0E-12 
CLDN9 claudin 9 2,49 1,3E-05   2,27 7,1E-04 2,25 2,4E-04 
CLGN calmegin 3,52 1,8E-14 3,37 1,1E-23 1,79 7,4E-01 -2,17 7,5E-01 
CLIP4 CAP-GLY domain containing linker protein family, member 4 6,96 1,2E-09   1,59 4,4E-02 2,41 3,1E-05 
CMKLR1 chemokine-like receptor 1 3,75 2,4E-02   3,03 3,3E-01 4,53 9,1E-02 
CNOT6 CCR4-NOT transcription complex, subunit 6   -2,62 2,7E-47 -1,26 2,1E-01 -2,88 5,8E-15 
COL24A1 collagen, type XXIV, alpha 1   2,62 5,4E-03 3,88 1,6E-01 5,03 5,6E-02 
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CORO2A coronin, actin binding protein, 2A -3,30 1,8E-59   -1,55 4,7E-03 -2,40 1,9E-10 
CPNE7 copine VII -3,15 2,0E-10 -4,10 9,6E-12 -2,30 8,0E-04 -2,49 1,2E-05 
CSF1 colony stimulating factor 1 (macrophage) 3,42 6,7E-11   7,30 2,4E-43 4,14 1,6E-23 
CTNNAL1 catenin (cadherin-associated protein), alpha-like 1 -1,99 4,2E-22   -3,24 2,4E-17 -2,53 1,2E-11 
CTSE cathepsin E   -3,09 1,5E-03 -3,35 3,5E-12 -3,44 2,6E-13 
CUBN cubilin (intrinsic factor-cobalamin receptor) 2,69 1,6E-07 2,07 1,3E-05 1,09 9,7E-01 -2,38 5,3E-01 
CXCL1 chemokine (C-X-C motif) ligand 1 (melanoma growth stimulating activity, alpha) 2,58 1,0E-04   8,17 3,9E-14 7,48 3,1E-44 
CXCL2 chemokine (C-X-C motif) ligand 2 2,39 8,1E-08   2,77 2,7E-02 3,62 3,1E-06 
CXCL3 chemokine (C-X-C motif) ligand 3 4,12 3,1E-05   3,88 7,2E-05 4,96 1,4E-25 
CXCL5 chemokine (C-X-C motif) ligand 5 26,34 7,4E-04   15,10 6,5E-02 46,75 1,1E-07 
CXCR4 chemokine (C-X-C motif) receptor 4   -2,65 2,4E-03 -2,10 1,3E-05 -2,70 2,0E-09 
CYP39A1 cytochrome P450, family 39, subfamily A, polypeptide 1 128,62 1,6E-07   2,40 1,4E-02 2,43 4,1E-04 
CYR61 cysteine-rich, angiogenic inducer, 61 3,69 2,1E-06 2,11 1,4E-03 2,66 2,2E-11 7,14 5,4E-46 
DACT3 dishevelled-binding antagonist of beta-catenin 3   2,66 6,1E-03 4,86 8,3E-03 2,87 2,0E-01 
DAPK2 death-associated protein kinase 2 -2,63 3,2E-08 -3,77 9,9E-12 -2,85 5,2E-04 -2,93 3,2E-04 
DCAF12 DDB1 and CUL4 associated factor 12   -2,04 9,2E-31 -1,06 8,8E-01 -2,21 9,8E-09 
DCP2 decapping mRNA 2 -3,19 4,5E-51   -2,78 2,3E-13 -2,36 4,4E-10 
DDX23 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box polypeptide 23   -2,64 8,9E-61 -1,23 3,0E-01 -2,12 2,0E-06 
DLG4 discs, large homolog 4 (Drosophila) 4,02 1,8E-11   2,18 4,6E-04 2,03 2,1E-03 
DLL4 delta-like 4 (Drosophila)   -2,30 2,2E-07 -2,66 8,6E-07 -3,29 2,2E-09 
DMBX1 diencephalon/mesencephalon homeobox 1   -3,93 1,9E-02 -3,76 6,2E-05 -2,81 4,3E-04 
DNAJB5 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily B, member 5   2,20 1,3E-14 2,63 1,1E-07 2,85 1,7E-07 
DNAJC12 DnaJ (Hsp40) homolog, subfamily C, member 12 5,37 1,9E-08   5,21 2,5E-10 2,89 1,7E-05 
DOCK3 dedicator of cytokinesis 3 4,56 1,6E-09   3,83 1,2E-05 4,31 7,0E-07 
DPCR1 diffuse panbronchiolitis critical region 1 3,54 8,6E-03 2,29 3,2E-02 1,99 1,3E-03 2,34 2,8E-06 
DSG4 desmoglein 4 28,05 2,2E-08   6,30 6,8E-07 2,90 3,9E-02 
DUS3L dihydrouridine synthase 3-like (S. cerevisiae)   -2,10 6,4E-30 -1,75 3,7E-04 -2,58 8,2E-11 
DUSP5 dual specificity phosphatase 5 6,97 2,6E-11   5,27 4,8E-10 4,28 1,4E-07 
EGR1 early growth response 1   -3,16 1,3E-06 -4,31 5,1E-01 -2,28 7,1E-01 
EGR4 early growth response 4 3,08 5,0E-05   2,13 9,6E-03 2,50 1,3E-03 
EHF ets homologous factor   -2,94 7,1E-05 -1,10 7,3E-01 -3,40 5,9E-20 
ELFN2 extracellular leucine-rich repeat and fibronectin type III domain containing 2 -2,37 1,7E-16 -2,03 1,5E-14 -2,07 7,5E-02 2,10 7,1E-03 
EMP3 epithelial membrane protein 3 2,68 9,8E-09   2,42 9,1E-07 5,46 3,5E-11 
ENPP5 ectonucleotide pyrophosphatase/phosphodiesterase 5 (putative) 5,97 3,4E-23 10,18 1,9E-54 7,76 2,0E-10 6,39 2,0E-11 
ERO1L ERO1-like (S. cerevisiae)   -2,72 1,9E-64 -1,25 2,2E-01 -2,06 2,7E-07 
ETV7 ets variant 7 2,05 2,1E-03   3,38 6,1E-19 2,57 4,7E-09 
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FAM117B family with sequence similarity 117, member B -2,04 4,5E-06   -2,31 9,3E-09 -2,83 2,2E-13 
FAM161A family with sequence similarity 161, member A   -2,10 6,9E-16 -1,50 5,7E-02 -2,36 5,4E-06 
FAM213A family with sequence similarity 213, member A   -2,20 1,2E-39 -1,01 1,0E+00 -2,35 1,2E-08 
FAM214B family with sequence similarity 214, member B 2,08 1,3E-16   3,34 1,7E-18 2,09 1,4E-07 
FAM229B family with sequence similarity 229, member B 2,07 2,2E-03 2,65 2,6E-06 2,77 5,7E-03 2,18 3,6E-03 
FER1L5 fer-1-like family member 5 -8,59 1,7E-07 -2,58 3,8E-03 -1,85 5,7E-01 -4,41 1,4E-01 
FGA fibrinogen alpha chain 2,53 3,4E-09 5,21 6,8E-16   2,41 7,3E-01 
FNIP2 folliculin interacting protein 2 2,60 8,1E-39   3,66 1,2E-13 2,13 1,8E-08 
FOS FBJ murine osteosarcoma viral oncogene homolog   -2,45 8,5E-20 -2,04 4,9E-01 -3,15 3,0E-01 
FOXQ1 forkhead box Q1 -2,09 1,5E-09 -2,72 1,3E-21 -1,57 3,3E-03 -2,11 1,5E-06 
FXYD3 FXYD domain containing ion transport regulator 3 2,03 1,8E-04   4,31 5,9E-26 4,28 9,7E-12 
G0S2 G0/G1 switch 2 -4,80 3,6E-22 -2,60 1,1E-10 -2,16 7,8E-01 -2,22 7,9E-01 
GBP5 guanylate binding protein 5 3,67 1,0E-02   3,94 6,2E-05 2,70 4,3E-02 
GFRA3 GDNF family receptor alpha 3   -2,64 2,6E-08 -1,95 7,4E-01 -4,54 4,1E-01 
GNPNAT1 glucosamine-phosphate N-acetyltransferase 1   -2,14 6,7E-37 -2,48 7,1E-10 -2,27 5,2E-08 
GPR110 G protein-coupled receptor 110 2,65 3,2E-02   1,94 2,5E-02 2,31 4,3E-10 
GPR87 G protein-coupled receptor 87 6,64 3,1E-05   4,43 6,2E-13 3,11 2,9E-13 
GPRC5B G protein-coupled receptor, class C, group 5, member B   -1,98 5,2E-03 -7,73 6,8E-08 -3,41 1,4E-04 
GPX8 glutathione peroxidase 8 (putative) 2,29 1,8E-07 2,93 1,5E-09 2,68 7,2E-03 2,58 1,4E-07 
GRIK5 glutamate receptor, ionotropic, kainate 5   2,24 1,8E-02 1,60 2,9E-01 3,51 2,6E-05 
GSK3A glycogen synthase kinase 3 alpha   -2,47 1,0E-49 1,02 8,8E-01 -2,74 1,2E-13 
GUCY1B2 guanylate cyclase 1, soluble, beta 2 (pseudogene)   -2,17 1,5E-04 -1,63 2,5E-01 -3,12 4,0E-03 
HABP2 hyaluronan binding protein 2 2,32 1,5E-23   1,52 8,0E-01 12,67 1,1E-07 
HEPACAM2 HEPACAM family member 2 -3,76 1,9E-05   -24,42 2,6E-12 -9,67 4,1E-08 
HHLA2 HERV-H LTR-associating 2   4,77 1,2E-07 3,23 2,0E-10 2,54 2,7E-10 
HIC1 hypermethylated in cancer 1 5,35 2,5E-05   5,01 3,6E-05 2,46 1,0E-01 
HK2 hexokinase 2   -2,21 1,4E-04 -8,85 3,1E-06 -2,36 3,2E-02 
HLA-DOB major histocompatibility complex, class II, DO beta 2,07 2,7E-02   2,79 4,1E-06 3,92 3,9E-11 
HMGCS2 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA synthase 2 (mitochondrial)   -3,32 1,1E-51 -3,59 4,8E-08 -7,43 5,9E-16 
HMOX1 heme oxygenase (decycling) 1 2,16 7,9E-27   1,14 6,4E-01 2,06 6,4E-04 
HNF1B HNF1 homeobox B -2,20 1,9E-25   -1,68 4,8E-04 -2,46 2,8E-09 
HNRNPA3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3   -2,38 7,3E-51 -1,96 3,2E-06 -2,58 2,7E-12 
HOXA13 homeobox A13   -2,58 2,1E-33 -2,90 1,7E-14 -2,19 1,4E-08 
HOXC5 homeobox C5 2,29 5,4E-16   7,77 4,2E-12 7,44 2,0E-17 
HOXC9 homeobox C9 2,17 2,7E-08   4,09 4,1E-09 2,89 6,1E-05 
HS3ST3B1 heparan sulfate (glucosamine) 3-O-sulfotransferase 3B1 -2,11 5,2E-03   -1,58 8,4E-01 -3,11 6,2E-01 
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HSD17B2 hydroxysteroid (17-beta) dehydrogenase 2 -2,21 9,2E-03 -2,52 7,8E-04 -1,34 4,4E-01 -2,14 9,2E-04 
ICAM1 intercellular adhesion molecule 1 2,30 2,1E-16   3,30 2,6E-10 3,17 1,7E-17 
IFI16 interferon, gamma-inducible protein 16 3,76 5,5E-04   2,50 1,1E-02 3,20 6,1E-04 
IFT88 intraflagellar transport 88   -2,15 1,1E-25 -1,24 2,6E-01 -2,88 4,4E-14 
IGFL2 IGF-like family member 2 4,94 4,0E-19 2,07 2,0E-21 4,55 2,0E-07 2,44 1,7E-03 
IGSF10 immunoglobulin superfamily, member 10 4,10 7,8E-14   8,79 1,7E-28 2,18 1,5E-04 
IL11 interleukin 11 2,18 1,5E-03   5,37 1,2E-15 5,46 2,6E-16 
IL1B interleukin 1, beta -9,80 3,1E-04 -8,14 3,4E-04 1,45 5,9E-01 -4,81 6,6E-02 
IL1R2 interleukin 1 receptor, type II 2,04 1,5E-21   3,16 2,9E-11 3,60 1,8E-11 
IL2RG interleukin 2 receptor, gamma 2,69 4,7E-04   2,29 5,1E-02 2,27 5,1E-02 
IL9R interleukin 9 receptor   -2,79 3,8E-02 -2,50 8,4E-04 -4,10 5,1E-08 
INHBB inhibin, beta B 2,24 2,9E-19   4,06 2,8E-01 4,45 2,4E-01 
IQCJ-SCHIP1 IQCJ-SCHIP1 readthrough   2,95 1,6E-09 3,78 2,3E-02 2,06 3,6E-01 
ITGA1 integrin, alpha 1 2,66 1,3E-27 2,31 2,5E-27 1,90 9,4E-05 -2,44 1,3E-10 
ITGA5 integrin, alpha 5 (fibronectin receptor, alpha polypeptide) 3,87 1,4E-77 2,09 4,5E-10 2,05 6,6E-01 3,40 2,5E-01 
JAZF1 JAZF zinc finger 1 4,70 4,9E-02   2,85 2,8E-02 3,32 2,0E-04 
JPH2 junctophilin 2 2,67 4,3E-04   2,70 5,7E-02 5,44 1,3E-05 
KBTBD11 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 11   -2,92 6,1E-45 -1,28 1,8E-01 -2,39 4,8E-09 
KBTBD6 kelch repeat and BTB (POZ) domain containing 6   -2,52 1,8E-40 -1,13 6,4E-01 -2,87 1,7E-06 
KCND1 potassium voltage-gated channel, Shal-related subfamily, member 1 2,68 3,8E-05   4,99 9,9E-13 2,80 9,3E-05 
KCTD9 potassium channel tetramerization domain containing 9   -5,05 2,3E-127 -1,64 1,5E-03 -7,65 3,0E-46 
KIAA1467 KIAA1467 7,97 2,0E-111   3,19 2,1E-10 2,67 1,9E-07 
KLF2 Kruppel-like factor 2 -2,18 4,5E-02   -5,01 1,7E-04 -2,12 5,8E-02 
KLF9 Kruppel-like factor 9   -2,08 1,0E-03 -1,06 1,0E+00 -4,10 3,6E-01 
KLHDC10 kelch domain containing 10   -1,97 1,3E-23 -1,47 1,7E-02 -2,26 6,3E-09 
KRT17 keratin 17 12,42 7,2E-06 10,01 8,3E-17 2,44 4,7E-02 2,75 2,9E-02 
KRTAP2-
3/KRTAP2-4 keratin associated protein 2-3 27,76 4,3E-20   1,70 8,4E-01 3,03 4,2E-01 
KRTAP3-1 keratin associated protein 3-1 11,85 2,2E-12   6,11 4,1E-09 5,25 6,3E-04 
KYNU kynureninase 2,21 3,2E-11   4,82 1,8E-25 2,94 2,2E-06 
L1CAM L1 cell adhesion molecule 2,40 1,7E-08 -2,69 9,4E-05 1,59 6,9E-01 2,04 6,2E-01 
LAMC2 laminin, gamma 2 3,89 1,2E-22   2,76 1,4E-11 2,22 3,5E-05 
LEPRE1 leucine proline-enriched proteoglycan (leprecan) 1 2,24 5,0E-26   1,26 1,4E-01 2,20 1,1E-08 
LEPREL1 leprecan-like 1 2,12 1,5E-24   4,70 1,4E-26 3,40 9,4E-05 
LFNG LFNG O-fucosylpeptide 3-beta-N-acetylglucosaminyltransferase   -3,95 1,1E-06 -1,74 3,9E-04 -2,65 6,8E-12 
LGALS2 lectin, galactoside-binding, soluble, 2 -4,19 1,0E-11   -19,45 2,8E-45 -4,32 1,3E-11 
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LMAN1 lectin, mannose-binding, 1   -4,00 4,6E-115 -1,98 1,8E-06 -5,30 4,3E-35 
LOC100996758/NP
Y4R neuropeptide Y receptor Y4 3,89 7,9E-06   5,62 4,8E-02 4,03 2,8E-03 
LOXL4 lysyl oxidase-like 4 3,18 3,6E-12   1,49 4,3E-03 2,15 5,7E-05 
LTB lymphotoxin beta (TNF superfamily, member 3) 4,08 2,0E-02   5,22 1,6E-06 24,05 6,7E-41 
LUM lumican 4,15 8,1E-33 5,06 2,8E-29 7,07 4,9E-17 18,16 3,4E-48 
MAPK11 mitogen-activated protein kinase 11 2,59 1,4E-10   2,05 4,6E-03 2,35 3,8E-07 
MAPK8IP2 mitogen-activated protein kinase 8 interacting protein 2 5,30 1,2E-46   6,93 1,7E-11 2,69 3,3E-04 
MARC1 mitochondrial amidoxime reducing component 1 -1,99 5,4E-21   -2,39 2,3E-07 -2,14 3,7E-06 
MBNL3 muscleblind-like splicing regulator 3 -2,25 6,5E-18   -5,96 7,7E-36 -4,03 9,0E-24 
MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 -2,10 1,6E-25   -3,88 7,0E-09 -2,56 6,8E-06 
MDH1B malate dehydrogenase 1B, NAD (soluble)   2,25 2,4E-02 2,07 1,0E-01 2,01 1,3E-01 
MED12L mediator complex subunit 12-like   3,04 3,1E-17 4,12 1,8E-01 2,83 4,8E-01 
MFAP3 microfibrillar-associated protein 3   -2,88 3,8E-62 -1,25 2,4E-01 -2,89 1,4E-14 
MMP13 matrix metallopeptidase 13 (collagenase 3) 14,07 9,6E-04   5,69 7,8E-05 4,77 3,8E-05 
MMP15 matrix metallopeptidase 15 (membrane-inserted) 3,17 7,5E-58   2,89 2,2E-15 2,73 7,3E-13 
MNAT1 MNAT CDK-activating kinase assembly factor 1   -3,09 5,8E-50 -1,05 9,3E-01 -2,91 3,9E-13 
MPHOSPH8 M-phase phosphoprotein 8   -2,48 2,1E-47 -1,38 5,9E-02 -2,17 3,3E-08 
MRFAP1L1 Morf4 family associated protein 1-like 1   -3,47 6,2E-80 -1,02 1,0E+00 -2,42 2,3E-10 
MRPL19 mitochondrial ribosomal protein L19   -2,26 8,7E-41 -1,31 1,3E-01 -2,40 3,8E-10 
MRPS28 mitochondrial ribosomal protein S28   -1,98 1,0E-22 -1,30 1,7E-01 -3,08 1,2E-14 
MTR 5-methyltetrahydrofolate-homocysteine methyltransferase   -3,61 4,6E-19 -2,07 6,0E-07 -4,10 4,1E-24 
MUC1 mucin 1, cell surface associated 2,47 4,2E-06   2,80 5,5E-07 4,21 1,7E-15 
MYB v-myb avian myeloblastosis viral oncogene homolog -2,32 2,2E-13 -2,48 3,2E-18 -1,52 7,4E-02 -2,30 1,1E-04 
MYH4 myosin, heavy chain 4, skeletal muscle 4,85 6,8E-06 -2,50 8,5E-04 -1,07 1,0E+00 -6,65 6,0E-01 
MYL9 myosin, light chain 9, regulatory 3,27 3,4E-08   1,56 5,2E-02 4,19 4,7E-06 
MYOM1 myomesin 1 3,77 2,4E-08   3,58 2,2E-07 2,25 3,3E-02 
NASP nuclear autoantigenic sperm protein (histone-binding)   -2,87 8,3E-71 -1,66 7,6E-02 -2,41 3,6E-04 
NCEH1 neutral cholesterol ester hydrolase 1 4,16 1,3E-70   3,31 3,7E-19 3,10 1,1E-17 
NCL nucleolin   -4,86 1,4E-158 -2,07 3,1E-07 -3,63 4,8E-22 
NDRG2 NDRG family member 2 -2,05 1,8E-15 -3,95 2,5E-60 -1,01 1,0E+00 -2,17 2,0E-06 
NEURL1 neuralized E3 ubiquitin protein ligase 1   -3,02 9,5E-06 -21,27 4,9E-29 -5,31 1,1E-13 
NHS Nance-Horan syndrome (congenital cataracts and dental anomalies) -2,16 1,7E-05   -1,32 6,2E-01 -2,06 1,7E-01 
NKD1 naked cuticle homolog 1 (Drosophila) 2,82 1,4E-48   22,33 2,9E-19 2,51 6,3E-02 
NLRC5 NLR family, CARD domain containing 5 2,87 1,2E-19   2,73 1,8E-06 2,52 9,7E-04 
NOS3 nitric oxide synthase 3 (endothelial cell) 11,00 1,2E-07   2,81 5,0E-11 2,23 6,8E-07 
NPEPPS aminopeptidase puromycin sensitive   2,07 5,2E-35 2,03 1,4E-07 2,06 6,7E-08 
  
 
372 
NUP62CL nucleoporin 62kDa C-terminal like   -4,81 1,3E-10 -1,47 7,8E-02 -3,65 6,7E-08 
NUP88 nucleoporin 88kDa   -2,13 1,1E-31 -1,48 1,5E-02 -3,00 1,7E-15 
NYAP2 neuronal tyrosine-phosphorylated phosphoinositide-3-kinase adaptor 2 7,43 5,0E-03   7,04 2,3E-11 5,66 2,3E-08 
OAT ornithine aminotransferase -2,66 5,2E-15   -1,35 1,5E-01 -2,16 6,1E-05 
OAZ1 ornithine decarboxylase antizyme 1   -3,45 2,1E-99 -1,36 6,3E-02 -4,51 5,7E-21 
ONECUT2 one cut homeobox 2   -2,27 8,3E-06 -1,62 1,2E-03 -2,58 3,7E-12 
PBXIP1 pre-B-cell leukemia homeobox interacting protein 1 2,93 9,3E-23 2,63 4,4E-44 3,79 1,9E-11 2,75 2,2E-04 
PCDH7 protocadherin 7 7,14 9,8E-08 3,57 2,8E-06 4,20 2,8E-09 4,83 1,7E-09 
PCDHB14 protocadherin beta 14 3,57 6,2E-05   3,22 1,2E-03 4,45 8,6E-07 
PCDHB16 protocadherin beta 16 3,89 3,9E-02   3,00 4,5E-02 3,41 1,8E-02 
PCDHGB2 protocadherin gamma subfamily B, 2 2,82 2,1E-02   2,55 3,6E-02 2,73 2,0E-02 
PEAR1 platelet endothelial aggregation receptor 1 3,97 1,2E-05   2,18 4,5E-05 2,34 6,2E-06 
PKIB protein kinase (cAMP-dependent, catalytic) inhibitor beta   2,84 5,6E-66 1,40 4,4E-02 3,25 1,6E-16 
PLA2G4C phospholipase A2, group IVC (cytosolic, calcium-independent) 2,07 3,9E-02   2,92 1,8E-05 3,83 5,4E-09 
PLAC1 placenta-specific 1 4,36 5,6E-42   21,50 4,3E-22 4,89 1,4E-02 
PLOD2 procollagen-lysine, 2-oxoglutarate 5-dioxygenase 2   -3,53 6,4E-65 -1,84 4,5E-05 -3,16 8,5E-17 
PNMA2 paraneoplastic Ma antigen 2 -3,76 9,9E-06 -2,12 4,5E-03 -2,16 7,3E-01 -2,22 7,2E-01 
PPFIA3 
protein tyrosine phosphatase, receptor type, f polypeptide (PTPRF), interacting protein (liprin), alpha 3 2,09 6,4E-03   2,02 5,9E-07 2,65 8,9E-13 
PPM1G protein phosphatase, Mg2+/Mn2+ dependent, 1G   -2,17 5,0E-40 -1,42 3,0E-02 -2,03 3,9E-07 
PRELID2 PRELI domain containing 2   -2,08 2,7E-18 -1,50 1,7E-02 -3,44 7,6E-17 
PREPL prolyl endopeptidase-like -2,43 5,1E-33   -2,64 4,5E-06 -3,32 4,1E-08 
PRKCZ protein kinase C, zeta   -2,25 3,8E-34 -1,24 2,7E-01 -2,52 4,0E-11 
PRLR prolactin receptor   -2,24 4,1E-08 -4,28 6,0E-19 -3,06 9,7E-12 
PRSS22 protease, serine, 22 2,12 1,4E-05   2,51 8,9E-12 2,44 3,9E-06 
PRSS8 protease, serine, 8 2,88 3,5E-52 3,29 1,5E-84 2,97 2,9E-16 3,58 1,3E-22 
PSORS1C1 psoriasis susceptibility 1 candidate 1 3,07 2,4E-04   2,13 2,1E-04 2,12 6,2E-07 
PTBP3 polypyrimidine tract binding protein 3   -2,12 6,2E-17 -1,80 5,8E-05 -2,73 7,1E-13 
PTGDR2 prostaglandin D2 receptor 2 -4,22 9,6E-04   -3,82 1,4E-02 -11,30 1,0E-04 
PTGES3 prostaglandin E synthase 3 (cytosolic)   -4,57 7,0E-145 -1,74 1,6E-04 -4,78 1,1E-31 
PTMA prothymosin, alpha   -3,56 3,9E-52 -1,47 1,3E-02 -2,74 6,3E-14 
PTPRM protein tyrosine phosphatase, receptor type, M 2,42 4,3E-36 2,30 8,4E-45 6,95 5,2E-15 3,33 1,0E-03 
PTPRS protein tyrosine phosphatase, receptor type, S   -3,43 6,2E-11 -11,66 3,2E-04 -2,02 2,6E-01 
QTRT1 queuine tRNA-ribosyltransferase 1   -2,05 8,4E-18 -2,08 1,3E-06 -2,50 3,0E-10 
RAPGEF5 Rap guanine nucleotide exchange factor (GEF) 5 -2,83 2,4E-34   -2,31 1,5E-08 -2,49 2,3E-10 
RASL11A RAS-like, family 11, member A -2,72 1,6E-35 -2,43 1,5E-38 -10,25 2,4E-09 -3,85 9,4E-05 
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RASSF9 Ras association (RalGDS/AF-6) domain family (N-terminal) member 9 3,74 4,5E-09   2,59 8,6E-05 4,54 1,1E-17 
RBM3 RNA binding motif (RNP1, RRM) protein 3   -1,97 1,3E-30 -1,77 6,1E-04 -2,77 3,0E-10 
REG4 regenerating islet-derived family, member 4   -4,11 1,0E-13 -138,53 2,2E-38 -6,92 6,4E-11 
RENBP renin binding protein 4,14 1,7E-02   3,42 7,5E-04 16,91 2,0E-07 
RHEBL1 Ras homolog enriched in brain like 1 2,78 5,7E-18   2,96 4,8E-09 2,25 3,3E-07 
RLN2 relaxin 2 3,26 5,2E-04 2,47 1,6E-02 1,83 1,8E-02 2,00 9,2E-03 
RNASEH2B ribonuclease H2, subunit B   -2,00 1,4E-25 -1,59 3,0E-03 -3,13 5,3E-16 
RNU6-1 RNA, U6 small nuclear 1 3,94 1,6E-02   5,42 9,7E-03 2,84 2,8E-01 
RP1 retinitis pigmentosa 1 (autosomal dominant) 4,85 1,4E-03 3,39 3,0E-04 9,42 1,4E-01 11,72 6,9E-02 
RPL7 ribosomal protein L7   -2,06 6,5E-36 -2,21 1,4E-08 -3,43 3,7E-20 
RRAGB Ras-related GTP binding B   2,43 9,7E-36 1,79 1,1E-04 2,10 3,2E-07 
RUNDC3A RUN domain containing 3A 3,82 2,4E-03   3,03 5,8E-03 2,95 3,8E-02 
RYK receptor-like tyrosine kinase   -2,25 2,8E-41 -1,37 6,2E-02 -2,57 6,5E-12 
SAMD9L sterile alpha motif domain containing 9-like 4,14 8,6E-04   3,07 1,5E-06 2,74 6,7E-04 
SCN1B sodium channel, voltage-gated, type I, beta subunit 4,99 2,8E-23   1,22 8,7E-01 2,78 1,5E-02 
SDC4 syndecan 4 2,14 2,2E-07 2,01 7,1E-15 2,84 6,1E-08 2,92 7,1E-09 
SEMA3A sema domain, immunoglobulin domaine (Ig), short basic domain, secreted, (semaphorin) 3A 2,15 1,8E-24   3,47 2,3E-20 3,05 4,6E-17 
SERINC5 serine incorporator 5 -2,53 8,1E-09 -5,08 3,8E-21 -1,62 1,8E-03 -3,06 9,7E-16 
SERPINA6 serpin peptidase inhibitor, clade A (alpha-1 antiproteinase, antitrypsin), member 6 -2,93 1,0E-03 -2,89 1,5E-04 -37,66 3,3E-13 -24,07 2,0E-11 
SERPINE1 serpin peptidase inhibitor, clade E (nexin, plasminogen activator inhibitor type 1), member 1 6,74 1,5E-06 -3,17 6,0E-04 -2,12 9,9E-02 -4,41 4,0E-03 
SGMS2 sphingomyelin synthase 2   -2,27 2,2E-09 -1,49 1,3E-02 -2,46 1,9E-10 
SLC15A2 solute carrier family 15 (oligopeptide transporter), member 2   -1,97 2,2E-08 -1,06 9,2E-01 -2,32 1,1E-05 
SLC16A6 solute carrier family 16, member 6 3,30 4,7E-02   2,42 2,2E-01 2,07 7,0E-02 
SLC22A4 solute carrier family 22 (organic cation/zwitterion transporter), member 4 -3,82 7,0E-06 -2,64 3,0E-04 -1,98 2,5E-02 -2,29 5,8E-03 
SLC23A1 solute carrier family 23 (ascorbic acid transporter), member 1 -18,24 9,6E-93   -4,28 2,5E-13 -2,29 2,2E-05 
SLC25A33 solute carrier family 25 (pyrimidine nucleotide carrier), member 33   -3,78 4,5E-52 -1,38 7,1E-02 -3,11 1,2E-14 
SLC35D1 solute carrier family 35 (UDP-GlcA/UDP-GalNAc transporter), member D1   -4,58 6,4E-105 -1,64 1,4E-03 -9,69 1,8E-54 
SLC43A1 solute carrier family 43 (amino acid system L transporter), member 1   -3,87 1,9E-36 -1,04 1,0E+00 -2,06 3,7E-01 
SLC6A12 solute carrier family 6 (neurotransmitter transporter), member 12 3,40 1,4E-07 -3,22 2,7E-07 2,17 2,0E-01 3,33 1,2E-02 
SLC7A2 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 2 -3,28 1,3E-55   -1,34 4,2E-01 -2,05 5,6E-06 
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SLC8A2 solute carrier family 8 (sodium/calcium exchanger), member 2 3,06 3,6E-02   2,33 1,2E-03 2,20 1,2E-06 
SMOC2 SPARC related modular calcium binding 2 3,23 3,1E-27   5,23 1,3E-10 6,74 1,8E-15 
SMPD1 sphingomyelin phosphodiesterase 1, acid lysosomal   2,67 8,9E-57 2,83 9,8E-13 6,04 1,1E-27 
SNX17 sorting nexin 17 -2,24 9,9E-29 -2,10 7,6E-35 -2,53 4,4E-11 -3,98 6,2E-24 
SOX2 SRY (sex determining region Y)-box 2 2,39 5,8E-06   20,56 1,3E-10 4,38 1,1E-01 
SPIRE2 spire-type actin nucleation factor 2   -2,05 8,1E-11 1,06 7,4E-01 -2,16 1,5E-07 
SPRR3 small proline-rich protein 3 21,01 2,6E-08   9,45 6,9E-12 2,86 1,4E-02 
SPX spexin hormone 3,66 1,8E-02   3,51 6,3E-01 4,76 6,1E-05 
SRPX2 sushi-repeat containing protein, X-linked 2 2,61 3,9E-15   4,70 9,5E-03 3,36 5,1E-05 
SRSF9 serine/arginine-rich splicing factor 9   -2,40 1,3E-48 -1,27 2,0E-01 -2,69 3,5E-13 
ST3GAL5 ST3 beta-galactoside alpha-2,3-sialyltransferase 5 2,14 3,4E-04   5,76 2,2E-23 3,44 2,5E-16 
SUPT16H suppressor of Ty 16 homolog (S. cerevisiae)   -2,12 3,1E-38 -1,44 2,5E-02 -2,03 3,6E-07 
SYDE1 synapse defective 1, Rho GTPase, homolog 1 (C. elegans) 2,25 1,8E-09 3,08 1,9E-11 2,10 3,5E-01 9,61 3,9E-09 
TAP1 transporter 1, ATP-binding cassette, sub-family B (MDR/TAP) 2,35 1,8E-23   2,11 4,1E-06 2,98 4,1E-17 
TBC1D16 TBC1 domain family, member 16   -2,45 2,2E-46 -1,17 4,6E-01 -2,26 8,3E-09 
TBX4 T-box 4 -2,70 1,4E-04 -2,92 7,8E-05 1,82 4,1E-01 -2,28 4,7E-01 
TBXAS1 thromboxane A synthase 1 (platelet)   -2,63 1,3E-02 -2,72 3,7E-07 -2,37 9,6E-06 
TCF24 transcription factor 24 2,31 8,4E-05   2,82 2,8E-01 3,53 1,3E-01 
TERT telomerase reverse transcriptase -3,14 2,5E-04 -2,62 8,7E-04 -2,94 2,9E-02 2,09 2,5E-02 
TFF2 trefoil factor 2 -2,87 1,5E-06 -2,09 5,4E-04 -7,68 2,5E-20 -2,21 8,3E-05 
TGFBR1 transforming growth factor, beta receptor 1 -2,84 1,1E-44 -1,97 5,4E-28 -4,36 2,7E-23 -3,36 6,9E-17 
THUMPD1 THUMP domain containing 1   -2,55 4,5E-51 1,00 9,7E-01 -2,88 1,1E-14 
TIMELESS timeless circadian clock   -2,24 3,3E-41 -1,40 6,0E-02 -2,44 5,0E-09 
TLR1 toll-like receptor 1 10,19 1,0E-02   16,73 1,5E-06 6,93 2,0E-03 
TLR6 toll-like receptor 6 5,91 4,9E-03   7,52 4,5E-36 3,53 4,2E-10 
TMEM27 transmembrane protein 27 3,38 2,6E-02 3,67 8,7E-09 -1,36 6,3E-01 2,71 7,5E-04 
TMPRSS3 transmembrane protease, serine 3   -4,86 9,3E-03 -1,98 5,3E-01 -4,12 2,1E-01 
TNFRSF11A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 11a, NFKB activator -2,30 7,4E-04 -10,91 1,2E-15 -1,28 2,1E-01 -3,58 4,9E-15 
TNFSF9 tumor necrosis factor (ligand) superfamily, member 9 3,96 1,0E-19 -1,96 8,3E-03 2,36 1,5E-04 2,04 2,8E-03 
TOR3A torsin family 3, member A   -2,70 9,3E-53 -1,25 2,3E-01 -3,16 7,5E-10 
TPCN2 two pore segment channel 2   -2,39 5,6E-41 -1,11 7,2E-01 -2,06 4,1E-07 
TREML2 triggering receptor expressed on myeloid cells-like 2 13,90 5,2E-09   7,19 3,5E-18 3,77 4,8E-22 
TRIM2 tripartite motif containing 2   -2,13 8,5E-16 -1,33 1,0E-01 -2,31 1,7E-09 
TRIM6 tripartite motif containing 6 2,36 1,3E-05   3,80 8,6E-13 2,27 1,4E-05 
TRPC6 transient receptor potential cation channel, subfamily C, member 6 5,94 4,1E-07 2,90 8,0E-04 1,99 3,6E-01 4,53 1,3E-03 
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TSPO2 translocator protein 2   2,62 2,1E-02 10,91 1,4E-01 14,87 2,3E-02 
TSR2 TSR2, 20S rRNA accumulation, homolog (S. cerevisiae)   -2,77 3,4E-56 -1,13 6,0E-01 -2,15 4,9E-08 
TTC3 tetratricopeptide repeat domain 3   -2,64 9,5E-23 -1,32 1,0E-01 -2,81 2,6E-14 
TTC9 tetratricopeptide repeat domain 9 2,61 8,1E-25 2,33 4,5E-17 7,68 1,0E-33 2,75 7,7E-05 
TULP3 tubby like protein 3 2,82 9,8E-46 3,20 1,7E-78 2,90 2,2E-14 2,82 4,9E-14 
TYW3 tRNA-yW synthesizing protein 3 homolog (S. cerevisiae)   -3,27 2,0E-60 -1,35 8,4E-02 -3,62 2,8E-20 
UBASH3B ubiquitin associated and SH3 domain containing B   -2,82 4,7E-05 -1,08 7,8E-01 -2,25 8,5E-09 
UBE2E3 ubiquitin-conjugating enzyme E2E 3   -3,24 1,9E-69 -1,12 6,6E-01 -2,03 7,0E-07 
UHMK1 U2AF homology motif (UHM) kinase 1 -2,07 2,0E-18 -2,62 5,4E-32 -2,07 3,2E-07 -2,66 5,5E-13 
UMODL1 uromodulin-like 1 -4,76 6,5E-10 -4,67 2,4E-09 -1,13 1,0E+00 -2,57 4,3E-01 
UNC5B unc-5 homolog B (C. elegans)   -2,05 1,2E-20 -3,65 6,5E-01 -15,61 4,3E-01 
USP11 ubiquitin specific peptidase 11   -4,21 7,7E-118 -1,22 3,1E-01 -3,21 2,5E-17 
USP13 ubiquitin specific peptidase 13 (isopeptidase T-3) -1,98 5,1E-20   -3,67 2,7E-17 -2,05 3,4E-06 
WNK4 WNK lysine deficient protein kinase 4   -4,06 1,3E-27 -3,10 3,0E-08 -4,19 2,0E-11 
WNT5A wingless-type MMTV integration site family, member 5A   -3,18 6,4E-18 -3,02 3,9E-01 -2,61 4,7E-01 
YPEL3 yippee-like 3 (Drosophila) 2,06 1,5E-02   2,32 3,1E-09 2,01 9,5E-02 
ZBED2 zinc finger, BED-type containing 2 8,36 3,3E-04 3,54 7,4E-03 2,93 4,0E-01 4,95 6,2E-08 
ZHX1 zinc fingers and homeoboxes 1   -2,11 7,2E-32 -1,09 7,6E-01 -2,21 1,0E-08 
ZNF221 zinc finger protein 221   2,26 1,6E-07 4,07 5,3E-10 2,96 2,9E-03 
ZNF385B zinc finger protein 385B 7,87 2,4E-02   13,28 1,1E-01 7,79 7,4E-02 
ZNF468 zinc finger protein 468   -2,68 1,1E-46 -1,02 1,0E+00 -3,31 2,8E-18 
ZNF488 zinc finger protein 488 -3,03 4,0E-42 -3,37 1,0E-66 -1,28 5,9E-01 -2,34 1,6E-02 
ZNF585A zinc finger protein 585A   2,01 2,2E-03 1,46 1,0E-01 2,05 2,8E-04 
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Tableau 24 : Protéines identifiés dans l'analyse SILAC effectuée avec les Caco-2/15 et les HT-29 shNCOR1_655 et shCHD8_8 (7 jours). Les gènes mentionnés dans ce tableau sont ceux étant modulés d’au moins 1,2 fois et ayant une valeur de P-value ≤ 0,05. 
Symbole Nom de la protéine 
Caco-2/15 HT-29 
shNCOR1_655 shCHD8_8 shNCOR1_655 shCHD8_8 
Ratio (M/L) Ratio (LO/L) Ratio (M/L) Ratio (LO/L) ACIN1 apoptotic chromatin condensation inducer 1 2,49 1,29 2,18 1,79 ACSL3 acyl-CoA synthetase long-chain family member 3 1,37 1,37 1,71 1,37 AGRN agrin 1,24 1,32 1,36 1,24 CAND1 cullin-associated and neddylation-dissociated 1 -1,21 -1,53 -1,21 -1,66 CDH1 cadherin 1, type 1, E-cadherin (epithelial) -1,33 -1,28 -1,21 -1,30 CLUH clustered mitochondria (cluA/CLU1) homolog -1,38 -1,40 -1,22 -1,25 CPSF1 cleavage and polyadenylation specific factor 1, 160kDa -1,31 -1,35 -1,25 -1,25 CTNNB1 catenin (cadherin-associated protein), beta 1, 88kDa -1,56 -1,99 -1,25 -1,72 CTSD cathepsin D -1,22 -1,34 -1,26 -1,31 DBNL drebrin-like -1,22 -1,51 -1,26 -1,30 DDB1 damage-specific DNA binding protein 1, 127kDa -1,22 -1,32 -1,27 -1,37 DDX21 DEAD (Asp-Glu-Ala-Asp) box helicase 21 -1,29 -1,43 -1,27 -1,47 DNMT1 DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 1 -1,21 -1,32 -1,29 -1,59 DSP desmoplakin -1,21 -1,24 -1,29 -1,39 EIF3B eukaryotic translation initiation factor 3, subunit B -1,21 -1,29 -1,29 -1,34 GHITM growth hormone inducible transmembrane protein -1,38 -1,26 -1,32 -1,39 GPI glucose-6-phosphate isomerase -1,25 -1,21 -1,32 -1,31 GSN gelsolin -1,21 -1,41 -1,33 -1,31 GSR glutathione reductase -1,37 -1,22 -1,33 -1,24 GTPBP4 GTP binding protein 4 -1,56 -1,67 -1,33 -1,70 HCFC1 host cell factor C1 -1,34 -1,28 -1,33 -1,48 HIST1H1B histone H1.5 -1,20 -1,30 -1,34 -1,32 HIST1H4A (includes others) histone H1.4 -1,21 -1,26 -1,34 -1,36 HNRNPA0 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A0 -1,21 -1,27 -1,34 -1,45 HNRNPA3 heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 -1,21 -1,23 -1,35 -1,43 HNRNPL heterogeneous nuclear ribonucleoprotein L -1,34 -1,35 -1,35 -1,32 HNRNPU heterogeneous nuclear ribonucleoprotein U (scaffold attachment factor A) -1,22 -1,29 -1,35 -1,38 HSPA4 heat shock 70kDa protein 4 -1,29 -1,34 -1,36 -1,62 HSPA9 heat shock 70kDa protein 9 (mortalin) -1,27 -1,62 -1,36 -1,72 HSPE1 heat shock 10kDa protein 1 -1,34 -1,43 -1,36 -1,95 HSPG2 heparan sulfate proteoglycan 2 -1,25 -1,22 -1,36 -1,31 IPO5 importin 5 -1,32 -1,26 -1,37 -1,24 
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LMNB1 lamin B1 -1,27 -1,48 -1,37 -1,58 LONP1 lon peptidase 1, mitochondrial -1,21 -1,23 -1,38 -1,21 LUC7L2 LUC7-like 2 (S. cerevisiae) -1,25 -1,22 -1,38 -1,20 MCM2 minichromosome maintenance complex component 2 -1,34 -1,35 -1,38 -1,33 MCM3 minichromosome maintenance complex component 3 -1,25 -1,22 -1,39 -1,25 MCM4 minichromosome maintenance complex component 4 -1,26 -1,48 -1,39 -1,31 MCM5 minichromosome maintenance complex component 5 -1,22 -1,26 -1,40 -1,48 MCM6 minichromosome maintenance complex component 6 -1,23 -1,35 -1,40 -1,38 MCM7 minichromosome maintenance complex component 7 -1,27 -1,28 -1,41 -1,34 MKI67 marker of proliferation Ki-67 -1,28 -1,44 -1,41 -1,40 MSH6 mutS homolog 6 -1,22 -1,23 -1,42 -1,32 NAT10 N-acetyltransferase 10 (GCN5-related) -1,30 -1,37 -1,43 -1,64 NCEH1 neutral cholesterol ester hydrolase 1 -1,28 -1,43 -1,44 -1,30 NNT nicotinamide nucleotide transhydrogenase -1,28 -1,96 -1,45 -2,08 NOLC1 Nucleolar and coiled-body phosphoprotein 1 -1,97 -1,97 -1,46 -2,10 NPEPPS aminopeptidase puromycin sensitive -1,21 -4,84 -1,46 -3,82 OAT ornithine aminotransferase -1,32 -1,34 -1,46 -1,40 PCNA proliferating cell nuclear antigen -1,28 -1,28 -1,50 -1,30 PDCD11 programmed cell death 11 -1,26 -1,42 -1,51 -1,23 PHB prohibitin -1,26 -1,63 -1,52 -1,27 PHB2 prohibitin 2 -1,23 -1,28 -1,52 -1,28 PIK3C2A phosphatidylinositol-4-phosphate 3-kinase, catalytic subunit type 2 alpha -1,52 -1,87 -1,55 -1,97 POLR2A polymerase (RNA) II (DNA directed) polypeptide A, 220kDa -1,48 -1,34 -1,59 -1,32 RBM39 RNA-binding protein 39 -1,20 -1,45 -1,62 -1,42 RCC2 regulator of chromosome condensation 2 -1,35 -1,42 -1,65 -1,31 RPL10A ribosomal protein L10a -1,64 -1,39 -1,70 -1,30 RPL14 ribosomal protein L14 -1,29 -1,33 -1,80 -1,42 RPL24 ribosomal protein L24 -1,30 -1,24 -1,83 -1,80 RPL28 ribosomal protein L28 -1,58 -1,25 -1,90 -1,22 RPL4 ribosomal protein L4 -1,23 -1,24 -1,94 -1,43 RPL7A ribosomal protein L7a -1,47 -1,32 -2,02 -1,61 RSF1 remodeling and spacing factor 1 -2,07 -1,76 -2,25 -1,66 SERBP1 plasminogen activator inhibitor 1 RNA-binding protein -1,56 -1,20 -2,26 -1,31 SF1 steroidogenic factor 1 -1,21 -1,21 -2,27 -1,42 SPAG9 sperm associated antigen 9 -1,31 -1,37 -2,39 -1,52 SRSF7 serine/arginine-rich splicing factor 7 -3,12 -1,36 -2,40 -1,40 TCOF1 Treacher Collins-Franceschetti syndrome 1 -1,27 -1,28 -2,50 -1,48 TMPO thymopoietin -1,38 -1,39 -2,53 1,39 
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TOP1 topoisomerase (DNA) I -1,29 -1,40 -2,53 -1,53 TRAM1 translocation associated membrane protein 1 -1,22 -1,29 -2,58 -1,61 UTP20 UTP20, small subunit (SSU) processome component, homolog (yeast) -1,28 -1,32 -2,68 -1,63 VARS valyl-tRNA synthetase -1,90 -1,55 -3,09 -1,71 WDR36 WD repeat domain 36 -1,22 -1,33 -3,30 -1,48 
379 
 
3. Protocoles supplémentaires 
3.1 Cell Culture in SILAC media  
(Boisvert Lab, December 2013) 
Material:  
We use the following material to make our SILAC media. We have tried several 
cheaper alternative which often resulted in cells not growing and/or dying rapidly. 
We have also tried different prepackaged kit which are often 2-3 times the price 
with no better results.  
Because the serum is dialyzed, it is possible that some growth factor will be 
missing. Some cell lines grow better in the presence of insulin, EGF, etc and these 
can easily be supplemented as needed.  
DMEM + 4.5g/L glucose, - L-Arg, - L-Lys, -L-Glutamine, - Sod. Pyruvate  
Invitrogen A14431-01  
FBS triple dialyzed  
Invitrogen 26400-044  
GlutaMAX  
Gibco 35050-061  
Pen/Strept (optional, but recommended):  
Sodium Pyruvate (optional): Hepes (optional):  
Normal and isotopic amino acids  
L-Arginine ‘Light’, R0: Sigma A6969 L-Lysine ‘Light’, K0: Sigma A8662  
Stable isotopes from Cambridge Isotope Laboratories, inc:  
L-Arginine ‘Medium’, R6: CLM-2265 L-Lysine ‘Medium’, K4: DLM-2640  
L-Arginine ‘Heavy’, R10: CNLM-539 L-Lysine ‘Heavy’, K8: CNLM-291  
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Arginines is supposed to be resuspended at 84 mg/ml stock, and lysine at 146 
mg/ml stock. For convenience, we resuspend 250 mg of arginine in 3 ml of PBS to 
make 6 aliquots of 500 ul and 250 mg of lysine in 2ml of PBS to make 4 aliquots of 
500 ul.  
Making a bottle of SILAC medium:  
Only use dialyzed serum. Otherwise, the ‘normal’ amino acids present in the serum will 
completely dilute out the isotopes and waste the bottle.  
Add 50 ml of dialyzed serum to 500 ml of DMEM –arg-lys, along with 5 ml of GlutaMAX, 
Pen/Strept, Sodium Pyruvate and Hepes, as needed.  
Add 500 ul of Arginine and 500 ul of Lysine stock solutions. 
Mix well and filter using a 500 ml Stericup (Millipore) to ensure sterility.  
Cell culture for incorporation of labelled amino acids  
NOTE: To ensure that your cell lines will tolerated the growing conditions, we 
strongly suggest to initially do a few passages in ‘light’ (R0K0) media before 
using the more expensive amino acids.  
It is recommended to grow your cells for at least 6 population doubling to ensure 
near 100% incorporation of the isotopic amino acids before you can do your 
experiment. In practice, we found that 4 passages were sufficient to have near full 
incorporation.  
We normally dilute cells that are 80% confluent 1/3 into a new plate, and let it grow 
back to 80%. This constitute 1 passage.  
We recommend to perform these passages initially using a small volume to save 
costs. For example, if you need 5 large 150mm petri dishes:  
1. 1)  Take one 60mm petri dish at 80% confluence, trypsinize. 
Dilute 1/3 into a 60mm petri dish in 3 ml SILAC media. This is passage 1.  
2. 2)  After it reaches 80% confluence, trypsinize. 
Dilute 1/3 into a 60mm petri dish in 3 ml SILAC media. This is passage 2.  
3. 3)  After it reaches 80% confluence, trypsinize. 
Dilute 1/2 into a 100mm petri dish in 8 ml SILAC media. This is passage 3.  
4. 4)  After it reaches 80% confluence, trypsinize. 
Dilute 1/2 into a 150mm petri dish in 18 ml SILAC media. This is passage 4. 
Your cells should now be fully incorporated.  
5. 5)  After it reaches 80% confluence, trypsinize. 
Seed cells in five 150mm petri dishes in 18 ml SILAC. Let them grow to 80% 
confluence.  
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This will use up (3+3+8+18+(18X5)) = 122 ml of SILAC media for each 
condition.  
A note regarding arginine to proline conversion  
Recent studies using stable isotope labeling with amino acids in culture (SILAC) in 
quantitative proteomics have made mention of the problematic conversion of isotope-
coded arginine to proline in cells. The resulting converted proline peptide divides the heavy 
peptide ion signal causing inaccuracy when compared with the light peptide ion signal.  
It was demonstrated that by adding an additional 200 mg/liter of proline, it is possible to 
completely prevent this conversion, thus allowing correct interpretation of light and heavy 
peptide ratios (Bendall et al., MCP 2008).  
Another proven alternative is to reduce the amount of arginine to 17-21 mg/L to prevent 
conversion.  
While this has been reported to be an issue for some specific cell lines or organisms, we 
have rarely found this to be a problem for our cell lines and we have chosen to not adjust 
the amount of arginine or proline unless we detect a problem with conversion.  
 
Référence : http://www.usherbrooke.ca/dep-anatomie-biologie-cellulaire/fileadmin/sites/dep-anatomie-biologie-cellulaire/images/plateforme/LCMS/protocoles/SILACculture.pdf 
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3.2 Cellular Fractionation  
Lamond Lab Protocol 2007 
More detailed protocol can be found here: http://www.lamondlab.com/f7nucleolarprotocol.htm  
This protocol has been adapted to fractionate a variety of different cell types into 
cytoplasm, nucleoplasm and nucleoli. It uses a hypotonic buffer to swell the cells prior to 
dounce homogenization to break them open. A series of centrifugations over sucrose 
cushions follows, and nucleoli are released from purified nuclei by sonication. The 
solutions that you need are listed below.  
We also include a simplified version of the protocol, which can be used to fractionate cells 
into cytoplasm and nuclei. This results in nuclei that are more pure than simply stopping 
the full protocol after the second step. If you are only fractionating into cytoplasm and 
nuclei, you will not need the S2 solution.  
Solutions:  
Buffer A (10 ml)  
Hypotonic buffer that causes the cells to swell so that they can be efficiently broken open by dounce 
homogenizing.  
Stock  Volume (ml)  mM (final)  
1 M HEPES, pH 7.9  0.1  10  
1 M MgCl2  0.015  1.5  
2.5 M KCl  0.04  10  
1 M DTT  0.005  0.5  
dH2O  Up to 10 ml   
Protease inhibitors  1 Mini EDTA-free COMPLETE tablet   
S1 (0.25 M Sucrose, 10 mM MgCl2) 20 ml  
Sucrose buffer used to fractionate nuclei.  
Stock  Volume (ml)  mM (final)  
2.5 M Sucrose  1.96  0.25  
1 M MgCl2  0.2  10  
dH2O  Up to 20 ml   
Protease inhibitors  1 EDTA-free COMPLETE tablet   
S2 (0.35 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2) 40 ml  
Sucrose buffer used to sonicate nuclei and release nucleoli. The Mg level is critical, so remember to always 
use EDTA-free protease inhibitor tablets!.  
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Stock  Volume (ml)  mM (final)  
2.5 M Sucrose  5.5  0.35  
1 M MgCl2  0.02  0.5  
dH2O  Up to 40 ml   
Protease inhibitors  2 EDTA-free COMPLETE tablets   
S3 (0.88 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2) 20 ml  
Sucrose buffer used to fractionate nucleoli.  
RIPA Buffer (10 ml)  
Detergent buffer used to solubilize proteins, either in whole cells or in purified cytoplasmic, nucleoplasmic or 
nucleolar fractions.  
Stock  Volume (ml)  mM (final)  
2.5 M Sucrose  6.9  0.88  
1 M MgCl2  0.01  0.5  
dH2O  Up to 20 ml   
Protease inhibitors  1 EDTA-free COMPLETE tablet   
Stock  Volume (ml)  mM (final)  
1M Tris, pH 7.5  0.5  50  
5 M NaCl  0.3  150  
10% NP-40  1  1%  
10% Deoxycholate  0.5  0.5%  
Protease inhibitors  1 Mini EDTA-free COMPLETE tablet   
Starting Material:  
We normally use between 5 and 15 x 14 cm dishes of confluent cells for this fractionation.  
Fractionation:  
•  Trypsinize cells, pellet at 1000 rpm for 4 min, wash with PBS and pellet again 
at 1000 rpm for 4 min. Resuspend in 5 ml of ice-cold Buffer A and keep on ice for 5 
min. Break open cells to release nuclei using a pre-chilled 7 ml Dounce 
homogenizer ( (10 strokes with a tight pestle).  
•  Centrifuge Dounced cells at 228 g (1000 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) 
for 5 min at 4C to pellet nuclei and other fragments. The supernatant can be retained 
as the cytoplasmic fraction.  
•  Resuspend the nuclear pellet in 3 ml of S1 and layer over a 3 ml cushion of S2. 
Centrifuge at 1430 g (2500 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 5 min at 4C. 
This step results in a cleaner nuclear pellet.  
•  Resuspend the clean, pelleted nuclei in 3 ml of S2 and sonicate for 6 x 10 sec 
(with 10 sec rest between each sonication) at full power in an ice bath to prevent 
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overheating of the sample. Check the sonicate using phase contrast microscopy to 
ensure that no intact nuclei remain, and that the nucleoli are readily observable as 
dense, refractile bodies. If you still see intact nuclei, continue to sonicate (adding 2 
x 10 sec steps and checking again).  
•  Layer the sonicated sample over 3 ml of S3 and centrifuge at 2800 g (3500 
rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C. The pellet contains the 
nucleoli and the supernatant can be retained as the nucleoplasmic fraction.  
•  Wash the nucleoli by resuspending in 0.5 ml of S2 and centrifuge at 2800 g 
(3500 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 5 min at 4C. They can be stored in 
any volume of this buffer at -80C by snap-freezing them in liquid nitrogen. Before 
using them they can be spun out of the buffer again with the same spin.  
Fractionation of only cytoplasm and nuclei:  
•  Trypsinize cells, pellet at 1000 rpm for 4 min, wash with PBS and pelleet again 
at 1000 rpm for 4 min. Resuspend in 5 ml of ice-cold Buffer A and keep on ice for 5 
min. Break open cells to release nuclei using a pre-chilled Dounce homogenizer (20 
strokes with a tight pestle).  
•  Centrifuge Dounced cells at 228 g (1000 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) 
for 5 min at 4C to pellet nuclei and other fragments. The supernatant can be retained 
as the cytoplasmic fraction.  
•  Resuspend the nuclear pellet in 3 ml of S1 and layer over a 3 ml cushion of S3. 
Centrifuge at 2800 g (3500 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C. 
This step results in a cleaner nuclear pellet.  
Preparing lysates from cellular fractions:  
We normally use RIPA buffer to prepare lysates from our cellular fractions. Pelleted nuclei 
and nucleoli can be resuspended directly in 1X RIPA buffer, but cytoplasmic and 
nucleoplasmic fractions will need to have 5X RIPA buffer added to them to bring the final 
buffer as close to RIPA as possible. There will still be some small amount of sucrose 
present in these lysates, but that can be minimized by increasing the final lysate volume. 
Alternately, these fractions can be dialyzed into 1X RIPA buffer.  
Full Fractionation (Cytoplasm, Nucleoplasm and Nucleoli)  
Cytoplasmic Lysate:  
The fractionation detailed above results in a 4 ml cytoplasmic fraction. We add 1 ml of 5X 
RIPA buffer to this, mix well and then centrifuge at 2800 g (3500 rpm, Beckman GS-6, 
GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C to pellet any solids.  
Nucleoplasmic Lysate:  
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The fractionation detailed above results in a 6 ml nucleoplasmic fraction. We add 2 ml of 
5X RIPA buffer and 2 ml of dH2O to this, mix well and centrifuge at 2800 g (3500 rpm, 
Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C to pellet any solids.  
Nucleolar Lysate:  
The fractionation detailed above results in a very small nucleolar pellet, which we 
resuspend in 1 ml of 1X RIPA buffer and then sonicate 5 x 10 sec on ice to ensure release 
of as many nucleolar proteins as possible.  
Simple Fractionation (Cytoplasm and Nuclei)  
Cytoplasmic Lysate:  
The fractionation detailed above results in a 4 ml cytoplasmic fraction. We add 1 ml of 5X 
RIPA buffer to this, mix well and then centrifuge at 2800 g (3500 rpm, Beckman GS-6, 
GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C to pellet any solids.  
Nuclear Lysate:  
The fractionation detailed above result in nuclear pellet of approximately 0.5 ml volume. 
We add 5 ml of 1X RIPA buffer to this, mix well and then sonicate 5 x 10 sec on ice to 
ensure release of as many nuclear proteins as possible (and to shear DNA). We then 
centrifuge the lysate at 2800 g (3500 rpm, Beckman GS-6, GH-3.8 rotor) for 10 min at 4C 
to pellet any solids.  
Preparing larger volumes of buffers: Buffer A (50 ml)  
Stock  Volume (ml)  
1 M HEPES, pH 7.9  0.5  
1 M MgCl2  0.075  
2.5 M KCl  0.2  
1 M DTT  0.025  
Protease inhibitors  1 EDTA-free COMPLETE tablet  
S1 (0.25 M Sucrose, 10 mM MgCl2) 50 ml  
S2 (0.35 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2) 50 ml  
S3 (0.88 M Sucrose, 0.5 mM MgCl2) 50 ml  
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RIPA Buffer (50 ml)  
Stock  Volume (ml)  
2.5 M Sucrose  4.9  
1 M MgCl2  0.5  
dH2O  Up to 50 ml  
Protease inhibitors  2 EDTA-free COMPLETE tablets  
Stock  Volume (ml)  
2.5 M Sucrose  6.9  
1 M MgCl2  0.025  
dH2O  Up to 50 ml  
Protease inhibitors  2 EDTA-free COMPLETE tablets  
Stock  Volume (ml)  
2.5 M Sucrose  17.3  
1 M MgCl2  0.025  
dH2O  Up to 50 ml  
Protease inhibitors  2 EDTA-free COMPLETE tablets  
Stock  Volume (ml)  
1M Tris, pH 7.5  2.5  
5 M NaCl  1.5  
10% NP-40  5  
10% Deoxycholate  2.5  
Protease inhibitors  2 EDTA-free COMPLETE tablets   
Référence : http://greproteomics.lifesci.dundee.ac.uk/webpage%20front%20page/dreamweaver%20webpage/CellFractionation.pdf 
387 
 
3.3 In-gel Trypsin Digestion  
(Boisvert Lab, December 2013)  
Adapted from Dr Angus Lamond Lab  
Remember to wear gloves at all times. Keratin contamination is less of any issue after 
peptide extraction, as whole keratin proteins will not interfere with MS analysis.  
Peptides tend to stick to plastic surfaces on storage. We use 1.5 ml Eppendorf Protein 
LoBind tubes (cat no. 2243108-1) that are designed for storing peptides at low 
concentrations.  
When preparing stock solutions, clean spatulas thoroughly with water and ethanol. Even 
better, simply tip the solid chemical into clean Eppendorf tubes.  
All solutions and reagents used (Water, acetonitrile, NH4HCO3) should be MS-grade 
quality. Acetonitrile (CH3CN) is light sensitive, so store in a dark bottle or tube wrapped in 
foil.  
 
Stage 1: If you are doing IP, first elute your IP samples from beads  
NOTE: To improve elution of proteins from beads and to save time during the 
digestion, we now elute in SDS and then reduce and alkylate the proteins prior to 
running them on a gel.  
1. Elute proteins from beads (sepharose, agarose, dynabeads, etc.) Add 1 volume of 1% 
SDS to  
the beads (e.g. 50 µl of 1% SDS to 50 ul of beads) and boil for 10 min at 95oC. Add 4 
volumes of  
dH2O (e.g. 200 µl of dH2O to 50 µl of beads) and vortex well to elute proteins. Pellet the 
beads and collect the supernatant. This results in a more efficient release of proteins from 
the beads. Note: Save the beads and add sample buffer directly (e.g. 20 µl dH2O plus 
20 µl of 4X sample buffer) to elute any remaining proteins (can then run them on the 
same gel to see how much did not elute).  
2. Speedvac the supernatant back down to the original volume (e.g. 50 µl), which will take 
the SDS concentration back to 1%. 
3. Alternatively, concentrate samples using microcon filters.  
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Stage 2: Reduction and Alkylation  
Reduction and alkylation of cysteine residues using DTT and IAA, respectively, improves the 
recovery of cysteine-containing peptides from in-gel digests and minimizes the appearance of 
unknown masses in MS analysis due to disulfide bond formation and side chain modification. 
These steps can be performed in SDS-PAGE loading buffer (we usually use 4X NuPAGE LDS 
sample buffer from Invitrogen (NP0007) and then do the DTT and IAA as described below, avoiding 
step 3.  
1. Reduce the sample. Add DTT to a final concentration of 10 mM and boil for 1–2 min. 
(e.g. for 50 µl, add 0.5 µl of 1M DTT stock). 
2. Alkylate the sample. Add iodoacetamide (Sigma I1149) to a final concentration of 50 
mM and incubate at room temperature in the dark for 30 min. 
(e.g. for 50 µl, add 2.5 µl of 1M IAA stock). 
3. Add 4X NuPAGE LDS sample buffer (a few µl is fine).  
 
Stage 3: Separating proteins on gels and excising bands  
1. Separate your protein sample by 1D PAGE. We routinely use 4–12% gradient Novex 
precast gels. For a complicated sample run them all the way (200V for 50 min) and cut the 
gel into 12-16 slices. For less complicated samples (e.g. IPs), we use straight percentage 
gels (usually 10% or 12%), run them halfway down (200V for 25 min) and cut the gel into 
5–6 slices.  
2. Stain the gel with Coomassie blue. We routinely use the SimplySlue SafeStain solution 
from Invitrogen (LC6060; protocol on the bottle). To minimize contaminants, do all staining 
steps in a sterile 14-cm tissue culture dish. Destain the gel thoroughly in dH2O (overnight 
is fine). The gel can also alternatively be silver-stained.  
DO NOT USE METHANOL/ACETIC ACID BASED COOMASSIE STAINING.  
3. Scan the gel before cutting out the bands. To do that, put the gel into the cover of the 
14-cm dish and scan it. Print out the scanned image so that you can mark on it where you 
cut the bands. The gel can be returned to the dH2O-filled dish until ready to excise the 
bands.  
4. Excising the bands from the gel. For this step, we transfer the gel to a clean 14-cm 
tissue culture dish and cut away the unnecessary parts (top, bottom, MW marker lanes) 
with a clean razor blade or scalpel, leaving only the lanes in which you are interested. If 
you want to identify proteins in a single Coomassie-blue-stained band, excise the gel as 
close to the band as possible, with no excess around the band (to ensure that proteins you 
identify are from that one band).  
5. Mincing the gel bands. Once you have the slices cut out for a particular sample lane 
(and marked on the printout of the scanned gel), cut each slice into cubes 2 x 2 mm pieces 
using a fresh scalpel and transfer each slice into a 1.5 ml Lobind Eppendorf tube. 
The bands can be stored for later use at –20°C.  
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Note: If your gel is silver stained, add 50 µl/band of 15 mM potassium ferricyanide/50 mM 
sodium thiosulphate (Farmers reagent - made fresh from 2X stock solutions) for 5–10 min 
until the band pieces go clear (i.e. until all the silver is removed).  
 
Stage 4: Destaining the gel bands  
1. Wash the band pieces with 300 µl of H2O for 15 min. Add 300 µl of CH3CN Acetonitrile 
and wash for a further 15 min.  
2. Remove the supernatant (Use a P1000 tip with a P10 tip on the end, it is necessary 
because your gel pieces may be lost through the blue tips).  
3. Wash the band pieces with 300 µl of 20 mM NH4HCO3 (1M aliquots at –20°C that are to 
be diluted in MS water) for 15 min. Discard the supernatant.  
4. Wash the band pieces with 300 µl of 20 mM NH4HCO3 / CH3CN (50:50 v/v) for 15 min. 
The gel pieces should shrink and look opaque. Discard the supernatant.  
5. If the band pieces are still blue, repeat the NH4HCO3 and NH4HCO3 / CH3CN washes. 
(On adding NH4HCO3, the gel pieces should be restored to the original sizes and look 
transparent again.)  
6. Add 150 µl of CH3CN to dehydrate the band pieces for 5 min. The gel pieces should 
shrink and look completely white. Discard the supernatant. If not completely dehydrated, 
wash again with 100 µl of CH3CN  
7. Dry the band pieces in a Speedvac for 5 min. 
 
Stage 4.1: Reduction /Alkylation of band pieces (optional)  
This stage is only necessary if you did NOT reduce/alkylate your 
sample prior to running the SDS-PAGE.  
1. Add 50 ul/band of 10 mM DTT in 20 mM NH4HCO3. 
2. Incubate at 56°C for 1 hour. Discard the supernatant. 
3. Add 50 ul/band of either 50 mM freshly prepared iodoacetamide in 20 mM NH4HCO3. 
4. Incubate at room temperature for 30 min. Discard the supernatant. 
5. Wash the band pieces with 300 ul of 20 mM NH4HCO3 for 15 min. Discard the 
supernatant. 
6. Wash the band pieces with 300 ul of 20 mM NH4HCO3/CH3CN (50 :50 v/v) for 15 min. 
Discard the supernatant. 
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7. Add 150 ul of CH3CN to dehydrate the band pieces for 5 min. Discard the supernatant. 
8. Dry the band pieces in a speedvac for 5 min. 
 
Stage 5: Digestion of band pieces  
Trypsin is a serine protease that specifically cleaves peptide bonds on the carboxyl side of lysine 
and arginine residues. However, cleavage can be blocked or slowed by proximal acidic, aromatic or 
proline residues, proline having the most significant effect. Peptide fragments with one missed cut 
are common and should be taken into consideration during mass analysis.  
1. Add 50-75 µl/band of 12.5 ng/ml of modified trypsin in 20 mM NH4HCO3. We use 
Trypsin Gold from Promega (V5280), which is supplied as 100 µg of powder. We 
resuspend it at 1 µg/ µl as our stock solution (i.e. add 100 µl of 50mM acetic acid (see 
note) to the 100 µg powder in the vial, and store it at –80oC in 10 µl aliquots). Trypsin is 
not stable especially when pure and in non- acidic condition, so we dilute down from this 
stock solution just before use. We routinely use 50-75 µl/band of a freshly prepared 12.5 
ng/ml stock in 20 mM NH4HCO3. 
(Resuspend a 10 µl trypsin aliquot in 800 µl of 20 mM NH4HCO3 to obtain 12.5 ng/ µl).  
Note: Preparation of 50mM acetic acid: We use MS grade acetic acid (100%). The 
molecular weight of acetic acid is 60.05 g / mol, and the density is 1.051 g / ml. Hence 
57.13 ml = 60.05g = 1 mol, so 57.13 ml in 1 litre is 1M. To prepare a 50 mM solution, add 
71.4 µl in 25 ml of MS-water.  
2. Allow bands to rehydrate in trypsin digestion buffer for 30 min. The gel pieces should be 
restored to the original sizes, and there should be JUST enough trypsin solution to cover 
all the gel pieces.  
3. Incubate at 30°C overnight (>16h).  
 
Stage 6: Extraction of peptides  
Perform all the gel washing extraction steps on a Thermo Mixer at approximately 850 RPM 
to ensure complete extraction of peptides.  
1. Add an equal volume (e.g. 50-75 µl) of CH3CN to the digest. 2. Incubate at 30°C for 30 
min.  
3. Transfer supernatant to a new clean Eppendorf LoBind tube. This supernatant contains 
the peptides you are going to analyze.  
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4. Add the same 50-75 µl of 1% formic acid to the gel pieces. Incubate for 20 min. 
Prepare the 1% formic acid solution fresh in the fume hood, by adding 0.5 ml of 100% 
formic acid (BDH cat. no. 101155F) to 49.5 ml of dH2O.  
5. Transfer supernatant to the tube at step 3. 6. Repeat steps 4 and 5 once more.  
7. Add 150 Incubate for 20 min.l of CH3CN to the gel pieces. The gel pieces should shrink 
and turn white. Incubate for 10 min.  
8. Transfer supernatant to the tube at step 3. If not completely dehydrated, repeat step 7. 
9. Speedvac to dry the peptides in the tube at step 3 completely (60°C is fine). 
10. Resuspend the (invisible) pellet with 0.1% TFA. 
11. Clean samples using ZipTips  
Référence :  http://www.usherbrooke.ca/dep-anatomie-biologie-cellulaire/fileadmin/sites/dep-anatomie-biologie-cellulaire/images/plateforme/LCMS/protocoles/InGel_Digestion.pdf 
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3.4 ZipTip Cleanup of Peptide Samples  
(Boisvert Lab, Dec 2013) 
Solutions  
Wetting solution : 100%  
Acetonitrile Sample : 0.1% TFA 
Equilibration solution: 0.1% TFA  
Wash solution 0.1% TFA  
Elution solution: 1% FA/50% acetonitrile  
Protocol  
1) Place ZipTip on a P10  
2) Aspirate 10 µl wetting solution, dispense to waste  
3) Repeat twice  
4) Aspirate 10 µl equilibration solution, dispense to waste  
5) Repeat twice  
6) Aspirate and dispense the sample 7‐ 10 cycles  
7) Aspirate wash solution into tip and dispense to waste  
8) Repeat twice  
9) To elute aspirate and dispense 10 µl of elution solution 3 cycles  
10) Place in a clean tube  
11) Repeat 9‐ 10  
12) Speedvac and resuspend in 25 µl of 1% formic acid.  
*Avoid introducing air in the column bed.  
Référence : http://www.usherbrooke.ca/dep-anatomie-biologie-cellulaire/fileadmin/sites/dep-anatomie-biologie-cellulaire/images/plateforme/LCMS/protocoles/ZipTip_Cleanup_of_Peptide_Samples.pdf 
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